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ΠΕΡΙΛΗΨH 
 
          Στην παρούσα εργασία αποµονώθηκαν µε τη µέθοδο των επλουτισµένων 
καλλιεργειών βακτήρια που έχουν την ικανότητα να αποδοµούν τα νηµατωδοκτόνα 
oxamyl και fenamiphos από έδαφος από περιοχή της Κρήτης µε ιστορικό χρήσης των 
δύο γεωργικών φαρµάκων. Η αποµόνωση των βακτηρίων πραγµατοποιήθηκε σε 
εκλεκτικό θρεπτικό µέσο MSM+N όπου τα oxamyl και fenamiphos (10 mg/L) 
αποτελούν τη µοναδική πηγή C, και σε θρεπτικό µέσο εκχυλίσµατος εδάφους (SEM). 
Τέσσερεις αµιγείς και µια αξενική βακτηριακή καλλιέργεια που αποµονώθηκαν σε 
MSMN + οxamyl είχαν την ικανότητα να διασπούν ταχύτατα το νηµατωδοκτόνο. 
Ανάλυση της αλληλουχίας του 16S rRNA τους έδειξε ότι ανήκουν στο γένος 
Pseudomonas sp, (P. putida και P.  jinjuensis). Τα παραπάνω βακτήρια είχαν την 
ικανότητα να υδρολούν το oxamyl προς oxamyl oxime µε παράλληλη βακτηριακή 
αύξηση. Αντίστοιχα αποµονώθηκαν και δύο αµιγείς βακτηριακές καλλιέργειες που 
είχαν την ικανότητα να αποδοµούν ταχύτατα το fenamiphos αλλά και τα οξειδωµένα 
παράγωγα του, fenamiphos sulfoxide και fenamiphos sulfone προς τις αντίστοιχες 
φαινόλες. Τα δύο βακτήρια που αποµονώθηκαν ταυτοποιήθηκαν οµοίως ως 
Acinetobacter rhizosphaerae και P. putida. Το στέλεχος P. putida είχε την ικανότητα 
να διασπά πλήρως και το fenamiphos phenol,  χαρακτηριστικό που αναφέρεται για 
πρώτη φορά στην βιβλιογραφία. Μοριακή αποτύπωση της βακτηριακής κοινότητας 
στο έδαφος, καθώς και στις εµπλουτισµένες καλλιέργειες µέσω της τεχνικής της 
ηλεκτροφόρησης σε πηκτή µε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών (DGGE, 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) έδειξε ότι τα βακτήρια που αποδοµούσαν 
το oxamyl αποτελούσαν µέλη της βακτηριακής κοινότητας του εδάφους αλλά 
ενισχύθηκαν περαιτέρω κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού σε αντίθεση µε τα 
βακτήρια που αποδοµούσαν το fenamiphos των οποίων η παρουσία φαίνεται να 
ενισχύεται αποκλειστικά κατά την διάρκεια του εµπλουτισµού.  Περαιτέρω ανάλυση 
έδειξε ότι και άλλα βακτήρια τα οποία είναι παρόντα στις καλλιέργειες εµπλουτισµού 
δεν αποµονώθηκαν. Η αποτυχία αυτή πιθανότατα οφείλεται σε περιορισµούς της 
µεθόδου επιλογής των αποδοµητικών βακτηρίων ή στην περιορισµένη ικανότητα των 
βακτηρίων αυτών να αναπτυχθούν γρήγορα και αποτελεσµατικά στα θρεπτικά µέσα 
που χρησιµοποιήθηκαν.  
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ABSTRACT 
 
          An enrichment culture technique was used for the isolation and identification of 
microorganisms responsible for the enhanced biodegradation of the nematicides 
oxamyl and fenamiphos in a soil from a banana monoculture area in Crete with an 
extensive record of treatments with these chemicals. Mineral salts medium 
supplemented with nitrogen (MSM+N), where oxamyl and fenamiphos (10 mg/L) 
consisted the sole carbon source and soil extract medium (SEM) were used for the 
isolation of the degrading bacteria. Four pure and one axenic oxamyl-degrading 
bacterial cultures were isolated from MSMN + οxamyl. All four pure bacterial 
cultures showed highest similarity to the 16S rRNA genes of different Pseudomonas 
sp (P. putida, P. jinjuensis). The isolated bacteria were able to rapidly hydrolyze 
oxamyl to oxamyl oxime and use it as an energy source for their growth. Accordingly, 
two fenamiphos-degrading bacteria, one from each media, were isolated and 
characterized as Acinetobacter rhizosphaerae and P. putida. These isolates were able 
to rapidly hydrolyze fenamiphos and oxidation products, fenamiphos sulfoxide and 
sulfone, into their phenolic derivatives, while P. putida was also able to further 
transform fenamiphos phenol, a characteristic not reported before. DGGE 
fingerprinting of the bacterial community in the soil and the different successive 
enrichment cultures indicated that the oxamyl-degrading bacteria were visible 
members of the soil bacterial community from where they were isolated but where 
significantly favored during the enrichment procedure. On the other hand, 
fenamiphos-degrading isolates were not visible members of the soil bacterial 
community but were isolated as a result of their significant enrichment during the 
isolation process. Further analysis showed that other bacteria which were also present 
in the enrichment cultures were not isolated and this was attributed to deficiencies of 
the isolation method or their inability to grow actively in the media used.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΡΩΤΟ 
 
1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1. Περιβαλλοντική ρύπανση από τη χρήση γεωργικών φαρµάκων 
          Η υπερβολική χρήση των φυσικών πόρων και η έντονη βιοµηχανική δραστηριότητα 
έχει οδηγήσει στην παραγωγή ξενοβιοτικών ουσιών των οποίων η εκτεταµένη χρήση έχει 
προκαλέσει προβλήµατα ρύπανσης και οικολογικής υποβάθµισης των υδατικών πόρων και  
των χερσαίων οικοσυστηµάτων. Η περιβαλλοντική ρύπανση έχει επιφέρει σοβαρές 
µεταβολές στη χλωρίδα και πανίδα, καθώς και διατάραξη της οµαλής λειτουργίας των 
βιογεωχηµικών κύκλων (1).  
          Τα γεωργικά φάρµακα αποτελούν σηµαντική οµάδα οργανικών ρύπων. Μεταξύ 
αυτών τα οργανοφωσφορικά και καρβαµιδικά γεωργικά φάρµακα αποτελούν σηµαντικές 
και παραδοσιακές οµάδες εντοµοκτόνων που χρησιµοποιούνται εδώ και 50 περίπου 
χρόνια. Πρωτοχρησιµοποιήθηκαν ως αντικαταστάτες των λιπόφιλων και ιδιαίτερα 
υπολειµµατικών οργανοχλωριωµένων εντοµοκτόνων όπως το DDT (2). Το πρώτο 
οργανοφωσφορικό εντοµοκτόνο, ο πυροφωσφορικός τετρααιθυλαιθέρας, παρασκευάστηκε 
το 1937 (3). Αργότερα, πολλά άλλα οργανοφωσφορικά γεωργικά φάρµακα 
παρασκευάστηκαν και έφτασαν στην αγορά, µε τα chlorpyrifos και glyphosate 
(ζιζανιοκτόνο) να καταλαµβάνουν το µεγαλύτερο µερίδιο στην αγορά (4). Γενικά, τα 
οργανοφωσφορικά παρασιτοκτόνα καταλαµβάννουν το 38% και τα καρβαµιδικά το 19% 
του συνόλου των εντοµοκτόνων που χρησιµοποιούνται παγκοσµίως (5). Μόνο στις 
Η.Π.Α., περισσότεροι από 40 χιλιάδες τόννοι οργανοφωσφορικών εφαρµόζονται ετησίως 
(6). Η εκτεταµένη χρήση  τους, ειδικά σε αναπτυσσόµενες χώρες όπου οι παραγωγοί δε 
λαµβάνουν τα κατάλληλα µέτρα προστασίας κατά την εφαρµογή γεωργικών φαρµάκων, 
έχει οδηγήσει στην συχνότατη αναφορά δηλητηριάσεων ή θανάτων. Στατιστικά, 
καταγράφονται ετησίως περίπου 3x106 δηλητηριάσεις και 2x105 θάνατοι λόγω έκθεσης σε 
οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα (7).  
         Εκτός των προβληµάτων υγείας που δηµιουργεί η χρήση οργανοφωσφορικών και 
καρβαµιδικών εντοµοκτόνων, η συνεχιζόµενη χρήση  τους έχει οδηγήσει και σε 
εκτεταµένη ρύπανση υπόγειων και επιφανειακών υδροφόρων συστηµάτων αλλά και 
χερσαίων οικοσυστηµάτων. Οργανοφωσφορικά γεωργικά φάρµακα όπως τα coumaphos, 
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diazinon χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο εκτοπαρασίτων στην κτηνοτροφία οδηγώντας 
στην παραγωγή µεγάλων ποσοτήτων υγρών αποβλήτων ιδιαίτερα επιβαρυµένων µε 
οργανοφωσφορικά, τα οποία χρίζουν επεξεργασίας πριν την ελευθέρωσή τους στο 
περιβάλλον. Επιπρόσθετα, λόγω των φυσικοχηµικών τους χαρακτηριστικών τα 
οργανοφωσφορικά γεωργικά φάρµακα µπορούν να εισχωρήσουν διαµέσω του δέρµατος 
των ζώων και ενδεχοµένως να καταλήξουν στο κρέας και στο γάλα (8). Υπολείµµατα 
οργανοφωσφορικών γεωργικών φαρµάκων έχουν ανινχευθεί σε λαχανικά και φρούτα 
καθώς και σε µεταποιηµένα προϊόντα (9).  
          Συµπερασµατικά, η εκτεταµένη χρήση οργανοφωσφορικών και καρβαµιδικών 
γεωργικών φαρµάκων έχει δηµιουργήσει σηµαντικά προβλήµατα στο περιβάλλον και στην 
ανθρώπινη υγεία. Έτσι κρίνεται απαραίτητη η ανάπτυξη µεθόδων τόσο για την προστασία 
της υγείας των ανθρώπων αλλά και για την προστασία και αποκατάσταση του 
περιβάλλοντος από τη ρύπανση µε οργανοφωσφορικά και καρβαµιδικά γεωργικά 
φάρµακα. Η χρήση βιολογικών µεθόδων για περιβαλλοντική εξυγίανση αποτελεί ιδιαίτερα 
φιλική προς το περιβάλλον µέθοδο. Έτσι η χρήση µικροοργανισµών ή των ενζύµων που 
παράγουν στην αποτοξικοποίηση των οργανοφωσφορικών και καρβαµιδικών γεωργικών 
φαρµάκων θεωρείται µία θεµιτή και φιλική προς το περιβάλλον µέθοδος απορρύπανσης 
(1).  
 
1.2. Χηµική δοµή οργανοφωσφορικών γεωργικών φαρµάκων 
          Τα οργανοφωσφορικά γεωργικά φάρµακα είναι εστέρες του φωσφορικού, του 
φωσφονικού ή του φωσφοραµιδικού οξέος (10). Η βασική δοµή των οργανοφωσφορικών 
γεωργικών φαρµάκων παρουσιάζεται στο Σχήµα 1.1 και αποτελείται από ένα άτοµο P που 
περιβάλλεται από τέσσερεις υποκαταστάτες. Οι δύο πλευρικές αλυσίδες R1 και R2 µπορεί 
να είναι αρωµατικές ή αλειφατικές οµάδες. Η τέταρτη οµάδα που αναφέρεται ως “X 
οµάδα” ή “leaving group”, αποτελεί το τµήµα του µορίου που απελευθερώνεται κατά την 
διάρκεια της υδρόλυσης και συνιστά τη βάση για την ταξινόµηση των οργανοφωσφορικών 
γεωργικών φαρµάκων (11).  
 
Σχήµα 1.1: Χηµική δοµή οργανοφωσφορικών γεωργικών φαρµάκων 
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1.3. Χηµική δοµή καρβαµιδικών γεωργικών φαρµάκων 
          Τα καρβαµιδικά γεωργικά φάρµακα είναι παράγωγα του καρβαµιδικού οξέος 
HOC(O)NH2. Η γενική δοµή των καρβαµιδικών συστατικών φαίνεται στο Σχήµα 1.2. Η 
οµάδα R1 είναι συνήθως αλκοόλη, οξίµη, ή φαινόλη και οι οµάδες R2 και R3 είναι 
υδρογόνο ή αλκυλοµάδες (12).  
 
 
 
Σχήµα 1.2: Χηµική δοµή των καρβαµιδικών γεωργικών φαρµάκων 
 
1.4. Μηχανισµός δράσης των οργανοφωσφορικών γεωργικών φαρµάκων 
          Ο µηχανισµός δράσης των οργανοφωσφορικών περιλαµβάνει την αναστολή της 
υδρόλυσης της ακετυλοχολίνης. Η ακετυλοχολίνη παίζει σηµαντικό ρόλο στη µετάδοση 
νευρικών ερεθισµάτων στις χολινεργικές συνάψεις του κεντρικού νευρικού συστήµατος 
των εντόµων. Με την ολοκλήρωση της µετάδοσης τους µηνύµατος, η ακετυλοχολίνη 
πρέπει να υδρολυθεί ώστε να αποφευχθεί η υπερδιέγερση του νευρικού συστήµατος. Η 
αντίδραση της υδρόλυσης πραγµατοποιείται από το ένζυµο ακετυλοχολινεστεράση 
(AChE) που οδηγεί στο σχηµατισµό χολίνης και ακέτυλο-CoA. Τα οργανοφωσφορικά 
δεσµεύονται στο ενεργό κέντρο της AChE και κατόπιν η οµάδα Χ απελευθερώνεται 
οδηγώντας στην φωσφορυλίωση του ενζύµου. Η αντίδραση της υδρόλυσης της 
φωσφορυλιωµένης AChE είναι εξαιρετικά αργή κι έχει ως αποτέλεσµα την υπερδιέγερση 
του νευρικού συστήµατος κι εν τέλει το θάνατο σε έντοµα και θηλαστικά (13).  
 
1.5. Μηχανισµός δράσης των καρβαµιδικών γεωργικών φαρµάκων 
          Τα καρβαµιδικά γεωργικά φάρµακα, όπως και τα οργανοφωσφορικά, αναστέλλουν 
την AChE και προκαλούν χολινεργική υπερδιέγερση. Παρόλα αυτά, τα καρβαµιδικά 
προκαλούν µερικώς αντιστρεπτή αναστολή του ενζύµου. Έτσι, η αναστολή της AChE από 
τα καρβαµιδικά διαρκεί µόνο λίγα λεπτά ή ώρες σε αντίθεση µε αυτή των 
οργανοφωσφορικών που µπορεί να διαρκέσει 3-4 µήνες (14).  
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1.6. Επιταχυνόµενη βιοαποδόµηση γεωργικών φαρµάκων 
          H τύχη και συµπεριφορά των γεωργικών φαρµάκων στο περιβάλλον καθορίζεται 
από µια σειρά παραγόντων που σχετίζονται είτε µε το ίδιο γεωργικό φάρµακο και τις 
φυσικοχηµικές του ιδιότητες είτε µε το έδαφος και το περιβάλλον (15). Η µικροβιακή 
αποδόµηση θεωρείται η σηµαντικότερη διαδικασία για τις περισσότερες σύγχρονες οµάδες 
γεωργικών φαρµάκων και ιδιαίτερα για τα οργανοφωσφορικά και καρβαµιδικά γεωργικά 
φάρµακα (16), και εµποδίζει τη συσσώρευση τους στο περιβάλλον. Η διαδικασία της 
βιοαποδόµησης συµβάλλει στη διάσπαση µιας ουσίας σε απλούστερα προϊόντα που δεν 
αποτελούν στις περισσότερες περιπτώσεις περιβαλλοντικούς ρύπους (17).  
          Κάτω από ειδικές συνθήκες όµως, η επαναλαµβανόµενη εφαρµογή των ίδιων 
γεωργικών φαρµάκων στο ίδιο έδαφος µπορεί να οδηγήσει σε αυξανόµενους ρυθµούς 
αποδόµησης. Το φαινόµενο αυτό είναι γνωστό µε την ονοµασία επιταχυνόµενη 
βιοαποδόµηση. Θεωρείται γενικά ότι προκύπτει από τη σταδιακή µικροβιακή προσαρµογή 
στο εφαρµοζόµενο γεωργικό φάρµακο και στην ακραία του µορφή οδηγεί συνήθως σε 
σηµαντική µείωση στην αποτελεσµατικότητα του γεωργικού φαρµάκου (18).  Το 
φαινόµενο της επιταχυνόµενης µικροβιακής διάσπασης έχει παρατηρηθεί για αρκετά 
οργανοφωσφορικά και καρβαµιδικά παρασιτοκτόνα συµπεριλαµβανοµένων των 
νηµατωδοκτόνων fenamiphos και oxamyl (19).  
          Στα τέλη της δεκαετίας του 40 αναγνωρίστηκε για πρώτη φορά ότι η 
επαναλαµβανόµενη εφαρµογή του 2,4-D επιτάχυνε την αποδόµησή του. Έρευνες που 
έγιναν τις δεκαετίες του 70 και 80 αποκάλυψαν ότι πολλά γεωργικά φάρµακα που 
χρησιµοποιούνταν παρουσίαζαν ευαισθησία στο φαινόµενο της επιταχυνόµενης 
βιοαποδόµησης. Επιπλέον έρευνες µέχρι σήµερα έχουν δείξει τη δυναµική φύση του 
φαινοµένου καθώς γεωργικά φάρµακα που παλαιότερα φαινόταν να µην επηρεάζονται από 
το φαινόµενο της επιταχυνόµενης βιοαποδόµησης παρουσιάζουν πια ιδιαίτερη ευαισθησία. 
Παράδειγµα αποτελεί το chlorpyrifos που αν και αποτελούσε τη µοναδική εξαίρεση 
ανάµεσα στα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα, σύγχρονες µελέτες έχουν δείξει ότι το 
συγκεκριµένο οργανοφωσφορικό εντοµοκτόνο είναι πλέον ευπαθές στην επιταχυνόµενη 
βιοαποδόµηση (20).  
Η επιταχυνόµενη βιοαποδόµηση ενός γεωργικού φαρµάκου στο έδαφος, 
χαρακτηρίζεται συνήθως από µία φάση αρχικής βραδείας αποδόµησης, η οποία 
παρατηρείται αµέσως µετά την εφαρµογή του στο έδαφος και είναι γνωστή ως φάση 
υστέρησης (lag phase) και ακολουθείται από τη φάση ταχείας αποδόµησης (21).  
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Γενικά, κάθε περιβαλλοντικός παράγοντας που επηρεάζει τη µικροβιακή ανάπτυξη 
όπως για παράδειγµα η θερµοκρασία, το pH, η διαθεσιµότητα των θρεπτικών, οι αποδέκτες 
ηλεκτρονίων, η παρουσία ανταγωνιστών µπορεί να επηρεάσει τη διάρκεια της περιόδου 
προσαρµογής των µικροοργανισµών. Τέλος, έχει παρατηρηθεί ότι τα βακτήρια αποτελούν 
τους κυρίαρχους παράγοντες της επιταχυνόµενης βιοαποδόµησης σε αντίθεση µε τους 
µύκητες που έχουν περιορισµένο ρόλο στην εµφάνιση του φαινοµένου (20, 22).  
                
1.7. Αποµόνωση µικροοργανισµών που αποδοµούν γεωργικά φάρµακα 
          Σηµαντικός αριθµός µελετών έχει ασχοληθεί µε την αποµόνωση µικροοργανισµών 
υπεύθυνων για τη βιοαποδόµηση των γεωργικών φαρµάκων (23). Η συντριπτική 
πλειοψηφία των µελετών αυτών έχουν χρησιµοποιήσει τη µέθοδο εµπλουτισµού 
καλλιεργειών για την αποµόνωση αποδοµητικών βακτηρίων. Ως πηγές αποµόνωσης 
αποδοµητικών βακτηρίων χρησιµοποιούνται συνήθως εδάφη µε ιστορικό µεταχειρίσεων µε 
το συγκεκριµένο γεωργικό φάρµακο (17). Για παράδειγµα, η µέθοδος των εµπλουτισµένων 
καλλιεργειών χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση βακτηρίων µε την ικανότητα 
αποδόµησης του οργανοφωσφορικού εντοµοκτόνου-νηµατωδοκτόνου ethoprophos (24). 
Επίσης, η ίδια µέθοδος χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση βακτηρίων ικανών για την 
αποδόµηση του οργανοφωσφορικού νηµατωδοκτόνου cadusafos (19), του καρβαµιδικού 
carbofuran (25), και των ζιζανιοκτόνων atrazine (26), linuron (27) και dichlobenil (28).  
          Μέχρι σήµερα πολλοί µικροοργανισµοί έχουν αποµονωθεί οι οποίοι είναι ικανοί να 
χρησιµοποιούν γεωργικά φάρµακα ως πηγή ενέργειας. Υπάρχουν µερικά παραδείγµατα 
µυκήτων όπως οι Trametes hirsutus, Phanerochaete chrysosporium, Phanerochaete sordia 
και Cyathus bulleri που είναι ικανοί να αποδοµούν το οργανοχλωριωµένο εντοµοκτόνο 
lindane και άλλα γεωργικά φάρµακα (29, 30, 31), αλλά τα περισσότερα στοιχεία 
υποδεικνύουν ότι τα βακτήρια εδάφους είναι οι κύριοι µικροοργανισµοί που συµµετέχουν 
στην επιταχυνόµενη βιοαποδόµηση των γεωργικών φαρµάκων (23). Αρκετά αµιγή 
βακτηριακά στελέχη µε την ικανότητα να χρησιµοποιούν συγκεκριµένα γεωργικά 
φάρµακα ως µοναδική πηγή άνθρακα, αζώτου ή φωσφόρου έχουν αποµονωθεί. Για 
παράδειγµα, το βακτήριο Enterobacter sp., που αποµονώθηκε από έδαφος που εµφάνισε το 
φαινόµενο της επιταχυνόµενης αποδόµησης, ήταν ικανό να αποδοµεί ταχύτατα το 
οργανοφωσφορικό εντοµοκτόνο chlorpyrifos και µάλιστα να χρησιµοποιεί τους 
µεταβολίτες που προκύπτουν ως πηγή C και P (32, 33). Επίσης, αποµονώθηκε βακτήριο 
του γένους Pseudomonas sp., το οποίο ήταν ικανό να υδρολύει το εντοµοκτόνο parathion 
και να χρησιµοποιεί το προϊόν της υδρόλυσης ως µοναδική πηγή C και N (34). Ακόµη, 
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βακτήριο του γένους Alcaligenes sp., που αποµονώθηκε από έδαφος ήταν ικανό να 
αποδοµεί το ζιζανιοκτόνο glyphosate χρησιµοποιώντας το ως µοναδική πηγή P (35). Άλλο 
ένα βακτηριακό στέλεχος του γένους Variovorax sp. είχε την ικανότητα να αποδοµεί 
ταχύτατα το ζιζανιοκτόνο linuron και να χρησιµοποιήσει το τελευταίο ως µοναδική πηγή 
C, N και ενέργειας (36). Επίσης, αποµονώθηκαν τρία βακτηριακά στελέχη  του γένους 
Pseudomonas sp., µε την ικανότητα να αποδοµούν το καρβαµιδικό εντοµοκτόνο carbaryl 
(37).           
          Σε πολλές περιπτώσεις η διαδιακασία εµπλουτισµού οδήγησε στην αποµόνωση 
αξενικών βακτηριακών καλλιεργειών µε ικανότητα αποδόµησης διάφορων γεωργικών 
φαρµάκων, αλλά τα µεµονωµένα στελέχη τους δεν ήταν ικανά να χρησιµοποιήσουν το 
γεωργικό φάρµακο ως πηγή ενέργειας. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί η πρώτη 
βακτηριακή κοινοπραξία που αποµονώθηκε που ήταν σε θέση να αποδοµεί το 
νηµατωδοκτόνο fenamiphos και αποτελούνταν από έξη διαφορετικά βακτήρια (38). 
Ακολούθως, αποµονώθηκαν άλλες δύο βακτηριακές κοινοπραξίες που αποτελούνταν από 
πέντε και τέσσερα βακτηριακά στελέχη αντίστοιχα και ήταν υπεύθυνες για την αποδόµηση 
του fenamiphos, χρησιµοποιώντας το ως µοναδική πηγή C και N (39). Οµοίως, 
αποµονώθηκε µία µικτή βακτηριακή καλλιέργεια µε την ικανότητα αποδόµησης του 
ζιζανιοκτόνου linuron, αλλά δεν κατέστη δυνατή η αποµόνωση ενός αµιγούς στελέχους µε 
την ικανότητα αποδόµησης του εν λόγω ζιζανιοκτόνου (36).        
          Η αποµόνωση µικροοργανισµών που παρουσιάζουν αποδοµητικές ικανότητες έναντι 
γεωργικών φαρµάκων είναι σηµαντική για τρεις κύριους λόγους: 
 Τη διευκρίνιση του µηχανισµού της εγγενούς διαδικασίας του µικροβιακού 
µεταβολισµού 
 Την κατανόηση των µηχανισµών εξέλιξης των γονιδίων/ενζύµων 
 Τη χρήση αυτών των µικροοργανισµών για την αποτοξικοποίηση και την 
απορρύπανση ρυπασµένων υδάτινων και χερσαίων συστηµάτων  
 
1.8. Αποµόνωση µικροοργανισµών που αποδοµούν νηµατωδοκτόνα 
          Τα νηµατωδοκτόνα, παραµένουν ένα πολύ σηµαντικό µέσο για τον έλεγχο των 
νηµατώδων στην καλλιέργεια της πατάτας. Αυτό οφείλεται στην έλλειψη εναλλακτικών 
γεωργικών φαρµάκων εξίσου αποτελεσµατικών αλλά χαµηλότερης τοξικότητας. Η 
αυξηµένη εµπιστοσύνη των παραγωγών στη χρήση νηµατωδοκτόνων καθώς και η 
επαναλαµβανόµενη εφαρµογή τους έχουν οδηγήσει σε σηµαντική µείωση της βιολογικής 
τους αποτελεσµατικότητας. Τα περισσότερα νηµατωδοκτόνα που εφαρµόζονται στην 
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Ελλάδα είναι επιρρεπή στην επιταχυνόµενη βιοαποδόµηση συµπεριλαµβανοµένων των 
fenamiphos, oxamyl, ethoprophos, aldicarb και cadusafos (40).  
          Σηµαντικός αριθµός µικροοργανισµών είτε σε αµιγείς είτε σε µικτές καλλιέργειες, 
έχουν αποµονωθεί από εδάφη τα οποία παρουσιάζουν το φαινόµενο της επιταχυνόµενης 
αποδόµησης νηµατωδοκτόνων. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω οι Ou και Thomas (1994) 
αποµόνωσαν την πρώτη αξενική καλλιέργεια που είχε την ικανότητα να αποδοµεί 
ταχύτατα το οργανοφωσφορικό νηµατωδοκτόνο fenamiphos. Κανένα όµως από τα 
βακτήρια που αποτελούσαν την αξενική καλλιέργεια όταν αποµονώθηκε σε αµιγή µορφή 
δεν κατάφερε να αποδοµήσει αποτελεσµατικά το fenamiphos (38). Σηµαντικός αριθµός 
βακτηρίων ικανών να αποδοµούν το καρβαµιδικό εντοµοκτόνο-νηµατωδοκτόνο carbofuran 
έχει αποµονωθεί µέχρι σήµερα. Παράδειγµα, αποτελεί το βακτηριακό στέλεχος 
Arthrobacter sp., το οποίο ήταν ικανό να αποδοµεί πλήρως το carbofuran χρησιµοποιώντας 
το ως πηγή C και N µέσα σε 72-120 h. Το συγκεκριµένο βακτήριο ήταν ικανό να υδρολύει 
επίσης το εντοµοκτόνο carbaryl (41). Ένα άλλο βακτηριακό στέλεχος του γένους 
Achromobacter sp., ήταν σε θέση να υδρολύει πλήρως το carbofuran σε διάστηµα 42 h, 
χρησιµοποιώντας το ως µοναδική πηγή N. Το ίδιο βακτήριο µπορούσε να αποδοµήσει 
ταχύτατα και το aldicarb (42). Άλλα βακτήρια που έχουν αποµονωθεί από εδάφη που 
παρουσιάζαν επιταχυνόµενη βιοαποδόµηση για το carbofuran βρέθηκε να ανήκουν στα 
γένη Pseudomonas, Flavobacterium (43) και Sphingomonas sp. (44).  Βακτηριακά στελέχη 
των ειδών Stenotrophomonas maltophilia και Methilosinus sp. που αποµονώθηκαν από 
έδαφος και ενεργοποιηµένη βιοµάζα αντίστοιχα ήταν ικανά για την ταχεία αποδόµηση του 
καρβαµιδικού νηµατωδοκτόνου aldicarb (45,46). Σε µία πιο πρόσφατη µελέτη, βρέθηκε ότι 
δύο βακτηριακά στελέχη Pseudomonas putida (epI και epII) ήταν ικανά να µεταβολίσουν 
υψηλές συγκεντρώσεις του οργανοφωσφορικού ethoprophos µέσα σε 48 ώρες (24). Τα 
βακτήρια αυτά, διατήρησαν την αποδοµητική τους ικανότητα σε υγρές καλλιέργειες σε 
µεγάλο εύρος pH και θερµοκρασιών (18). Στη συνέχεια, αποµονώθηκαν  δύο αµιγείς 
βακτηριακές καλλιέργειες που ταυτοποιήθηκαν ως Sphingomonas και Flavobacterium µε 
την ικανότητα να µεταβολίζουν ταχύτατα το οργανοφωσφορικό νηµατωδοτοκτόνο 
cadusafos (19). Τέλος, αποµονώθηκε ένα νέο βακτηριακό στέλεχος του γένους 
Stenotrophomonas  από δείγµατα νερού στην Αίγυπτο, µε την ικανότητα να αποδοµεί το 
καρβαµιδικό νηµατωδοκτόνο methomyl (47).  
 
1.9. Fenamiphos  
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          Το fenamiphos (ethyl 4-methylthio-m-tolyl isopropylphosphoramidate) είναι ένα 
οργανοφωσφορικό νηµατωδοκτονο που κυκλοφορεί µε τα εµπορικά ονόµατα Nemacur και 
Phenamiphos. Είναι διαθέσιµο στην αγορά υπό τη µορφή γαλακτοµατοποιήσιµου 
συµπυκνώµατος και κόκκων (48).  
          Το fenamiphos χρησιµοποιείται εκτεταµένα για τον έλεγχο των κυστωδών 
(Globodera sp.) και ριζόκοµβων (Meloidogyne sp) νηµατωδών στο έδαφος. Η δράση του 
είναι διασυστηµατική και δρα κατά των εκτο- και ενδοπαρασιτικών νηµατωδών 
παρεµποδίζοντας τη λειτουργία του ενζύµου ακετυλοχολινεστεράση στους νηµατώδεις 
(49). Εφαρµόζεται σε ποικίλλα στάδια της καλλιέργειας όπως πριν την σπορά, κατά τη 
διάρκεια της σποράς, στις ήδη εγκατεστηµένες καλλιέργειες, αλλά και σε φυτώρια και 
θερµοκήπια. Για αποτελεσµατικό έλεγχο, συνιστάται το fenamiphos να ενσωµατώνεται 
στο έδαφος σε ζώνες κατά µήκος της ριζικής ανάπτυξης, µιας και οι ρίζες είναι αυτές που 
εκτίθενται στους νηµατώδεις (50). Χρησιµοποιείται σε ποικιλία φυτών 
συµπεριλαµβανοµένων του καπνού, της µπανανιάς, του ανανά, των εσπεριδοειδών, 
κάποιων λαχανικών και σιτηρών (15).  
          Το fenamiphos παρουσιάζει σχετικά χαµηλή τάση ατµών (0,12 mPa). Η διαλυτότητά 
του στο νερό είναι 700 mg/L και η οξεία τοξικότητα LD50 διαµέσω της στοµατικής οδού σε 
αρουραίους κυµαίνεται µεταξύ 15,3-19,4 mg/kg. Το µοριακό του βάρος είναι 303,4 και η 
ADI (Acceptable Daily Intake) είναι 0,005 mg/kg, τιµή που το κατατάσσει στην κατηγορία 
I τοξικότητας κατά EPA. Το fenamiphos δεν προσροφάται ισχυρά στα εδαφικά κολλοειδή 
(51), ενώ προηγούµενες µελέτες καταδεικνύουν ότι κάτω από κατάλληλες περιβαλλοντικές 
συνθήκες µπορεί να εκπλυθεί στα υπόγεια ύδατα, όπου να παραµείνει για µεγάλο χρονικό 
διάστηµα (52). O χηµικός του τύπος δίνεται στο Σχήµα 1.3. 
          Συνήθως, το fenamiphos στο έδαφος οξειδώνεται ταχύτατα προς fenamiphos 
sulfoxide (FSO) και αυτό µε τη σειρά του οξειδώνεται µε πιο βραδύ ρυθµό σε fenamiphos 
sulphone (FSO2) (53). Καθώς όµως τα FSO και FSO2
 
έχουν νηµατωδοκτόνο δράση και 
τοξικότητα παρόµοια µε αυτή του fenamiphos, οι µελέτες αποδόµησης περιλαµβάνουν 
συνήθως µία εκτίµηση του συνόλου των τοξικών υπολειµµάτων που ονοµάζονται 
συνολικά τοξικά υπολείµµατα (TTR, Total Toxic Residues). Ο χρόνος ηµιζωής του 
fenamiphos και των µεταβολιτών του στο έδαφος ποικίλλει από 30 έως 90 ηµέρες (49). Το 
fenamiphos και τα αρχικά προϊόντα οξείδωσής του, µπορούν µε τη σειρά τους να 
υδρολυθούν σταδιακά σε fenamiphos phenol (FEN-OH), fenamiphos sulfoxide phenol 
(FSO-OH) και fenamiphos sulphone phenol (FSO2-OH) αντίστοιχα (54) που δεν 
παρουσιάζουν νηµατωδοκτόνο δράση.  
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Σχήµα 1.3: Χηµικός τύπος του fenamiphos 
 
1.10. Αποµόνωση µικροοργανισµών που εµπλέκονται στην αποδόµηση του 
fenamiphos 
          Η γνώση σχετικά µε τους µικροοργανισµούς που εµπλέκονται στην αποδόµηση του 
fenamiphos είναι περιορισµένη σε σχέση µε άλλα οργανοφωσφορικά γεωργικά φάρµακα 
(55). Σε εδάφη τα οποία παρουσιάζουν το φαινόµενο της επιταχυνόµενης βιοαποδόµησης, 
το fenamiphos φαίνεται να µετατρέπεται αρχικά σε FSO, το οποίο στη συνέχεια 
υδρολύεται ταχύτατα στο προϊόν υδρόλυσης FSO-OH (56, 57). Παρόλα αυτά, ένα 
διαφορετικό µονοπάτι µεταβολισµού παρατηρήθηκε σε έδαφος που συλλέχθηκε από αγρό 
στην Αυστραλία όπου το fenamiphos υδρολύθηκε αρχικά σε FEN-OH χωρίς προηγούµενο 
σχηµατισµό FSO ή FSO2 (58).  
          Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, η πρώτη βακτηριακή κοινότητα που είχε την 
ικανότητα να διασπά το fenamiphos αποτελούνταν από 6 διαφορετικά βακτήρια (38). 
Κατόπιν, αποµονώθηκαν δύο διαφορετικές βακτηριακές κοινότητες από αυστραλιανό 
έδαφος που αποτελούνταν από πέντε και τέσσερα βακτηριακά στελέχη αντίστοιχα. Και οι 
δύο αυτές βακτηριακές κοινότητες µπορούσαν να χρησιµοποιούν το fenamiphos ως 
µοναδική πηγή C και N. Αυτές οι βακτηριακές κοινότητες είχαν την ικανότητα να 
ανοργανοποιούν το fenamiphos µε ενδιάµεση υδρόλυση του µητρικού µορίου. Η µοριακή 
ταυτοποίηση των επιµέρους µελών έδειξε ότι τα βακτήρια που αποτελούσαν αυτή την 
κοινοπραξία ανήκουν στα γένη Pseudomonas, Flavobacterium, και Caulobacter (58).  
          Για πρώτη φορά αποµονώθηκε µια αµιγής βακτηριακή καλλιέργεια που 
ταυτοποιήθηκε ως Brevibacterium sp. MM1 (54) που είχε την ικανότητα να υδρολύει το 
fenamiphos στο λιγότερο τοξικό προϊόν FEN-OH χωρίς όµως το ίδιο βακτήριο να έχει την 
ικανότητα να το µεταβολίσει περαιτέρω. Το συγκεκριµένο βακτήριο υδρολύει επίσης τα 
FSO και FSO2 στις αντίστοιχες φαινόλες τους. Πολύ πρόσφατα, αποµονώθηκε ένα νέο 
βακτηριακό στέλεχος που ανήκει στο γένος Microbacterium µε αυξηµένη ικανότητα 
υδρόλυσης του fenamiphos και των προϊόντων οξείδωσής του χωρίς όµως και αυτό να έχει 
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τη δυνατότητα περαιτέρω αποδόµησης του FEN-OH που προκύπτει από την υδρόλυση του 
fenamiphos (55).  
 
1.11. Oxamyl  
          Το oxamyl (N,N-dimethyl-2-methylcarbamoyloxyimino-2-(methylthio)- acetamide) 
είναι ένα καρβαµιδικό εντοµοκτόνο, ακαρεοκτόνο και νηµατωδοκτόνο που κυκλοφορεί µε 
τα εµπορικά ονόµατα Blade, Oxamil, Oxamimidic Acid, Pratt, Thioxamil, and Vydate. 
Στην αγορά είναι διαθέσιµο ως υδατικό διάλυµα και σε µορφή κόκκων (59). 
           Το oxamyl χρησιµοποιείται για τη καταπολέµηση ενός ευρέως φάσµατος εντόµων 
και νηµατωδών και η δράση του µπορεί να είναι διασυστηµατική ή και επαφής. Η έκθεση 
στο oxamyl προκαλεί παρόµοιες επιδράσεις µε τα άλλα καρβαµιδικά γεωργικά φάρµακα 
αναστέλλωντας το ένζυµο ακετυλοχολινεστεράση αλλά µε αντιστρεπτά αποτελέσµατα 
µικρής διάρκειας. Εφαρµόζεται σε διάφορες καλλιέργειες όπως πατάτας και 
λαχανοκοµικών ειδών στο θερµοκήπιο. Μετά τη σχετικά πρόσφατη απόσυρση των 
εναλλακτικών νηµατωδοκτόνων aldicarb και cadusafos, καθώς και την περιορισµένη 
χρήση του fenamiphos, το oxamyl αποτελεί πλέον ένα από τα πιο δηµοφιλή 
νηµατωδοκτόνα µεταξύ των συνθετικών µη καπνιστικών νηµατωδοκτόνων στην Ευρώπη.  
          Το oxamyl παρουσιάζει µέτρια πτητικότητα (31 mPa). Η διαλυτότητά του στο νερό 
είναι ιδιαίτερα υψηλή (280 g/L) και η οξεία τοξικότητα LD50 διαµέσω της στοµατικής οδού 
σε αρουραίους είναι υψηλή (5,4 mg/kg). Το µοριακό του βάρος είναι 219,4 και η ADI 
(Acceptable Daily Intake) είναι 0,03 mg/kg, τιµή που το κατατάσσει στην κατηγορία I 
τοξικότητας κατά EPA (60). O χηµικός του τύπος δίνεται στο Σχήµα 1.4. 
          Το oxamyl παρουσιάζει σχετικά χαµηλή υπολειµµατικότητα στο έδαφος και ο 
χρόνος ηµιζωής του κυµαίνεται από 4-20 ηµέρες. Υδρολύεται ταχύτατα σε ουδέτερα και 
αλκαλικά εδάφη και µε πιο αργό ρυθµό σε όξινα (61, 62). ∆εν προσροφάται ιδιαίτερα στο 
έδαφος και είναι πιθανή η έκπλυση του στα υπόγεια ύδατα. Το oxamyl στο έδαφος 
αποδοµείται µέσω υδρόλυσης σε µη τοξικούς µεταβολίτες όπως τα oxamyl oxime και 
oxamic acid (63).   
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Σχήµα 1.4: Χηµικός τύπος του oxamyl 
 
1.12. Αποµόνωση µικροοργανισµών που εµπλέκονται στην αποδόµηση του oxamyl 
          Για το νηµατωδοκτόνο oxamyl µέχρι στιγµής, υπάρχει µόνο µία βιβλιογραφική 
αναφορά για την αποµόνωση µικροοργανισµών υπεύθυνων για την επιταχυνόµενη 
αποδόµησή του στο έδαφος. Βακτήρια ικανά να χρησιµοποιούν το oxamyl ως τη µοναδική 
πηγή άνθρακα αποµονώθηκαν από οκτώ διαφορετικά δείγµατα γεωργικών εδαφών που 
είχαν εµφανίσει το φαινόµενο της επιταχυνόµενης αποδόµησης. Η µοριακή ανάλυση έδειξε 
ότι 26 από τα 27 αποµονωθέντα βακτήρια ανήκουν στο γένος Aminobacter, µε το πιο κοινό 
είδος να αποτελεί το Aminobacter aminovorans. Το άλλο αποµονωθέν βακτήριο 
ταυτοποιήθηκε ως Mesorhizobium sp (64).  
 
1.13. Μοριακή αποτύπωση της µικροβιακής κοινότητας µε τη µέθοδο 
ηλεκτροφόρησης σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών DGGE (Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis) 
         Παραδοσιακά, οι µέθοδοι εµπλουτισµού, έχουν χρησιµοποιηθεί για την αποµόνωση 
µικροοργανισµών που εµφανίζουν αποικοδοµητική δράση έναντι των γεωργικών 
φαρµάκων. Οι τεχνικές εµπλουτισµού, έχουν κατακριθεί διότι ευνοούν την αποµόνωση 
βακτηρίων τα οποία αναπτύσσονται µε ταχείς ρυθµούς στα µέσα ανάπτυξης που 
χρησιµοποιούνται χωρίς απαραίτητα να αποτελούν σηµαντικούς αποδοµητές in situ στο 
έδαφος (65, 66). Έτσι, η πραγµατική οικολογική σηµασία των µικροοργανισµών που 
αποµονώνονται θα πρέπει να µελετάται παράλληλα. Οι µοριακές τεχνικές που ξεκίνησαν 
να χρησιµοποιούνται στην περιβαλλοντική µικροβιολογία τα τελευταία 15 έτη, έχουν 
επιφέρει επανάσταση στη µελέτη της οικολογίας των µικροοργανισµών που δεν µπορούν 
να καλλιεργηθούν σε συνθετικά µέσα και που συνιστούν την πλειοψηφία των 
µικροοργανισµών εδάφους (67). Μέθοδοι µοριακής αποτύπωσης όπως η µέθοδος 
ηλεκτροφόρησης σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσίων ή DGGE (Denaturating Gradient 
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Gel Electrophoresis), έχει χρησιµοποιηθεί σε συνδυασµό µε µεθόδους καλλιέργειας για να 
απεικονίσει τη φυλογένεια αλλά και την οικολογική σηµασία των στελεχών που 
εµφανίζουν αποδοµητική δράση (68, 69, 70).  
          Έτσι λοιπόν, µία από τις πρώτες µεθόδους αποτύπωσης DNA που εφαρµόστηκε µε 
επιτυχία στη µικροβιακή οικολογία ήταν η µέθοδος DGGE (71). Με την συγκεκριµένη 
µέθοδο µπορούµε να διαχωρίσουµε µικρού µεγέθους θραύσµατα dsDNA (εώς 600 bp) που 
έχουν το ίδιο µέγεθος, αλλά διαφέρουν τουλάχιστον σε ένα νουκλεοτίδιο, κατά την 
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε αυξηµένη βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών. Ο 
διαχωρισµός αυτός βασίζεται στη µειωµένη ηλεκτροφορητική κινητικότητα ενός µερικώς 
αποδιαταγµένου µορίου DNA σε πηκτή σε σύγκριση µε τη κινητικότητα της πλήρως 
δίκλωνης µορφής του. Οι δύο αλυσίδες DNA αποδιατάσσονται σε συγκεκριµένη 
θερµοκρασία, η οποία εξαρτάται από τους δεσµούς υδρογόνου που σχηµατίζονται µεταξύ 
των συµπληρωµατικών βάσεων (αλληλουχίες πλούσιες σε GC αποδιατάσονται σε 
υψηλότερες θερµοκρασίες) και από τo στίβαγµα µεταξύ των γειτονικών βάσεων στην ίδια 
αλυσίδα (base stacking). Κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή ακρυλαµίδης, η 
κινητικότητα ενός µορίου επιβραδύνεται όταν µια περιοχή του αποδιαταχθεί. Η ολική 
αποδιάταξη του µορίου αποτρέπεται από τη παρουσία µιας αλληλουχίας πλούσιας σε GC 
(GC clamp) στο ένα άκρο του. Αυτό επιτυγχάνεται µε τη χρήση ενός εκκινητή που φέρει 
στο 5’ άκρο ένα GC clamp. Το πρότυπο των ζωνών που προκύπτει από την 
ηλεκτροφόρηση ενός δείγµατος αντανακλά τη γενετική του ποικιλλότητα και ο αριθµός 
των ζωνών αντιπροσωπεύει τον αριθµό των κυρίαρχων ειδών (72).  
Αρχικά το DGGE χρησιµοποιήθηκε για το καθορισµό της γενετικής ποικιλότητας 
βακτηριακών πληθυσµών (73). Ωστόσο, το DGGE χρησιµοποιείται και για άλλους 
σκοπούς στη µικροβιακή οικολογία όπως είναι η µελέτη µεταβολών που συµβαίνουν σε 
µια µικροβιακή κοινότητα εξαιτίας περιβαλλοντικών αλλαγών (74) και η σύγκριση 
διαφορετικών µεθόδων εκχύλισης DNA (75).  
 
1.14. Σκοπός του πειράµατος 
          Οι βασικοί στόχοι της παρούσας µεταπτυχιακής διατριβής ήταν:  
 Η αποµόνωση και ο χαρακτηρισµός µικροοργανισµών µε την ικανότητα της 
ταχείας αποδόµησης των νηµατωδοκτόνων fenamiphos και oxamyl 
 Η διερεύνηση της µεταβολικής οδού των fenamiphos και οxamyl από τα 
αποδοµητικά βακτήρια που αποµονώθηκαν 
 Η αξιολόγηση του οικολογικού ρόλου των αποµονωθέντων βακτηρίων στο έδαφος 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ∆ΕΥΤΕΡΟ 
 
1. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
2.1. ∆είγµα εδάφους 
          Το δείγµα εδάφους που χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση των µικροοργανισµών 
συλλέχθηκε από θερµοκήπια µπανανοκαλλιέργειας στο νότιο τµήµα της Κρήτης που είχε 
δεχθεί επαναλαµβανόµενες µεταχειρίσεις µε τα νηµατωδοκτόνα fenamiphos και oxamyl. 
Πιο συγκεκριµένα, ο παραγωγός για τρία συνεχή έτη εφάρµοζε 2-4 L/στρέµµα Nemacur 
(Fenamiphos) την άνοιξη και 2-4  L/στρέµµα Vydate (Oxamyl) το φθινόπωρο. Τα επόµενα 
δύο χρόνια ακολούθησε µόνο εφαρµογή 4 L Vydate την άνοιξη και 4 L το φθνινόπωρο. 
Τον τελευταίο χρόνο εφάρµοσε µόνο µε 5 L Vydate την άνοιξη και 5 L το φθινόπωρο. Στο 
συγκεκριµένο έδαφος µπανανοκαλλιέργειας παρατηρήθηκε αυξηµένη νηµατωδολογική 
προσβολή παρά την εφαρµογή των νηµατωδοκτόνων. 
 
2.2. Πρότυπες ουσίες και γεωργικά φάρµακα 
          Για την προετοιµασία των θρεπτικών µέσων αλλά και για την ανάλυση και τον 
προσδιορισµό των υπολειµµάτων των fenamiphos και oxamyl στα θρεπτικά µέσα,  
χρησιµοποιήθηκαν πρότυπες ουσίες fenamiphos (99,6%, Fluka, Switzerland) και oxamyl 
(98%, Fluka, Switzerland). Για τον προσδιορισµό του µεταβολικού µονοπατιού του 
fenamiphos χρησιµοποιήθηκαν και πρότυπες ουσίες των fenamiphos sulfoxide (FSO) και 
fenamiphos sulfone (FSO2)
 
(99.6%, Fluka, Switzerland). Τα προϊόντα υδρόλυσης των 
fenamiphos, FSO και FSO2, δηλαδή τα FEN-OH, FSO-OH και FSO2-OH προέκυψαν µε 
αλκαλική υδρόλυση των µητρικών µορίων (76). Αντίστοιχα για το oxamyl, αναλυτικό 
πρότυπο oxamyl oxime (99.9%, DuPont, USA) χρησιµοποιήθηκε σε όλες τις περιπτώσεις. 
 
2.3. Θρεπτικά µέσα ανάπτυξης 
          ∆ύο διαφορετικά υγρά θρεπτικά µέσα ανάπτυξης χρησιµοποιήθηκαν για την 
αποµόνωση των βακτηρίων. Το πρώτο ήταν θρεπτικό µέσο από εκχύλισµα εδάφους (SEM 
Soil Extract Medium) και το οποίο αποτελεί φυσικό µη εκλεκτικό µέσο. Το δεύτερο ήταν 
θρεπτικό µέσο ανόργανων αλάτων εµπλουτισµένο µε άζωτο (MSM+N Mineral Salts 
Medium supplemented with Nitrogen) το οποίο αποτελεί εκλεκτικό θρεπτικό µέσο 
ανάπτυξης. Για την επιβεβαίωση της αµιγότητας των βακτηριακών καλλιεργειών 
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χρησιµοποιήθηκε επίσης στερεό θρεπτικό µέσο NBA (Nutrient Broth + Agar) ως γενικό 
και µη εκλεκτικό µέσο. Τέλος, για τη διαδικασία του µετασχηµατισµού δεκτικών κυττάρων 
χρησιµοποιήθηκε το θρεπτικό µέσο LB (Luria Bertani). Όλες οι προεργασίες έγιναν 
ασηπτικά σε θάλαµο νηµατικής ροής και ακολούθησε αποστείρωση των διαλυµάτων στους 
121 oC υπό πίεση 2,1 atm για 25 min. 
          Η προετοιµασία θρεπτικών µέσων που να περιέχουν fenamiphos και oxamyl (10 
mg/L) βασίστηκε στην παρασκευή υδατικών διαλυµάτων fenamiphos (200 mg/L) και 
oxamyl (500 mg/L) σε αποστειρωµένο νερό. Η περαιτέρω αποστείρωση των θερµικά 
ευαίσθητων υδατικών διαλυµάτων των γεωργικών φαρµάκων πραγµατοποιήθηκε µε 
διήθηση από ειδικά φίλτρα (Acrodisk Syringe Filters, w/0.2µm HT Tuffryn Membrane). 
 
2.3.1. Παρασκευή θρεπτικού µέσου εκχυλίσµατος εδάφους (SEM) 
          Για την προετοιµασία 1 L υγρού θρεπτικού µέσου SEM, αναµίχθηκαν 500 g εδάφους 
µε 1 L απιονισµένο νερό. Το µίγµα αναδεύτηκε καλά και στη συνέχεια αποστειρώθηκε 
στους 121 οC υπό πίεση 2,1 atm για 25 min. Το εκχύλισµα φυγοκεντρήθηκε στις 10000 
rpm και στους 19οC για 8 min και το υπερκείµενο της φυγοκέντρησης διηθήθηκε και 
επαναποστειρώθηκε στους 121 οC υπό πίεση 2,1 atm για 25 min. 
          Για την προετοιµασία 1 L θρεπτικού διαλύµατος SEM + fenamiphos (10 mg/L), 50 
mL από το αποστειρωµένο υδατικό διάλυµα fenamiphos (200 mg/L) προστέθηκαν σε 950 
mL SEM υπό ασηπτικές συνθήκες. Με τον ίδιο τρόπο, για την προετοιµασία 1 L θρεπτικού 
διαλύµατος SEM + oxamyl (10 mg/L), 20 mL από το αποστειρωµένο υδατικό διάλυµα 
oxamyl (500 mg/L) προστέθηκαν σε 980 mL SEM. 
          Για την προετοιµασία στερεού θρεπτικού υποστρώµατος SEM + fenamiphos (10 
mg/L), 7,5 g άγαρ προστέθηκαν σε 475 mL SEM και το διάλυµα αποστειρώθηκε. Στη 
συνέχεια, τοποθετήθηκε σε υδατόλουτρο στους 45 οC και όταν έφτασε στην επιθυµητή 
θερµοκρασία προστέθηκαν ασηπτικά 25 mL από το αποστειρωµένο υδατικό διάλυµα 
fenamiphos (200 mg/L). Κατά αντίστοιχο τρόπο, προετοιµάστηκε και το στερεό θρεπτικό 
υπόστρωµα SEM + oxamyl (10 mg/L), όπου τα 7,5 g άγαρ προστέθηκαν σε 490 mL SEM, 
το διάλυµα αποστειρώθηκε και στη συνέχεια προστέθηκαν ασηπτικά τα 10 mL από το 
αποστειρωµένο υδατικό διάλυµα oxamyl (500 mg/L). Τέλος, τα παραπάνω διαλύµατα 
επιστρώθηκαν σε τριβλία petri υπό ασηπτικές συνθήκες. 
 
2.3.2. Παρασκευή θρεπτικού µέσου ανόργανων αλάτων εµπλουτισµένο µε άζωτο 
(MSM+N) 
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          Το θρεπτικό µέσο MSM+N περιείχε εκτός από C, όλα τα απαραίτητα θρεπτικά 
µακροστοιχεία για την ανάπτυξη των µικροοργανισµών υπό µορφή αλάτων (Mg, Mn, Fe, 
K, P, Ca, S, N). Αυτό έγινε ώστε τα δύο νηµατωδοκτόνα να αποτελούν τη µοναδική πηγή 
C για τους αναπτυσσόµενους µικροοργανισµούς. Το θρεπτικό αυτό διάλυµα 
παρασκευάστηκε από τρία πυκνά διαλύµατα (Stock) ανοργάνων αλάτων, τα οποία 
αναµίχθηκαν σε κατάλληλες αναλογίες και έδωσαν το τελικό MSM+N (Πίνακας 2.1). 
          Τα Stock 1 και 2 προετοιµάστηκαν µε διάλυση των συστατικών τους σε 1 L 
απεσταγµένο νερό και ακολούθησε αποστείρωση στους 121 οC υπό πίεση 2,1 atm για 25 
min. Το Stock 3 αποστειρώθηκε µε διήθηση από ειδικά φίλτρα επειδή ο FeSO4 είναι 
θερµοευαίσθητος. Για την προετοιµασία 1 L MSM+N, 100 mL από το stock 1 διαλύθηκαν 
σε 780 mL αποστειρωµένο απεσταγµένο νερό και το διάλυµα αποστειρώθηκε εκ νέου. 
Μόλις το διάλυµα έφτασε τη θερµοκρασία περιβάλλοντος προστέθηκαν ασηπτικά 100 mL 
stock 2 και 20 mL stock 3. 
 
Πίνακας 2.1: Συστατικά στοιχεία του θρεπτικού µέσου MSM+N 
 Συστατικά g/L 
Stock 1 KH2PO4 
Na2HPO4.12H2O 
NH4Cl 
22,7 
59,7 
10,0 
Stock 2 MgSO4.7H2O 
CaCl.2H2O 
MnSO4.4H2O 
5,0 
0,1 
0,2 
Stock 3 FeSO4 0,25 
 
 
            Η προετοιµασία θρεπτικών διαλυµάτων MSM+N + fenamiphos (10 mg/L) ή 
MSM+N + oxamyl (10 mg/L) καθώς και των αντίστοιχων στερέων θρεπτικών µέσων 
πραγµατοποιήθηκε όπως έχει περιγραφεί παραπάνω (ενότητα 2.3.1.) για το SEM.  
 
2.3.3. Παρασκευή στερεού θρεπτικού µέσου NBA (Nutrient Broth Agar) 
          Για την προετοιµασία 1 L θρεπτικού µέσου NBA, 13 g nutrient broth και 15 g άγαρ 
αραιώθηκαν σε 1 L απεσταγµένο νερό, αναδεύτηκαν σε µαγνητικό αναδευτήρα και στη 
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συνέχεια αποστειρώθηκαν στους 121 οC υπό πίεση 2,1 atm για 25 min. Ακολούθησε η 
επίστρωση του διαλύµατος σε τριβλία petri υπό ασηπτικές συνθήκες. 
 
2.3.4. Παρασκευή θρεπτικού µέσου LB (Luria Bertani) 
          Για την προετοιµασία 1 L θρεπτικού µέσου LB, 10 g NaCl, 10 g καζεΐνης και 5 g 
yeast extract αραιώθηκαν  σε 1 L απεσταγµένο νερό, αναδεύτηκαν σε µαγνητικό 
αναδευτήρα και στη συνέχεια αποστειρώθηκαν στους 121 οC υπό πίεση 2,1 atm για 25 
min. Ακολούθησε η προσθήκη 1000 µL αντιβιοτικού αµπικιλλίνης από υδατικό διάλυµα 
stock (100 mg/mL) υπό ασηπτικές συνθήκες. Για την προετοιµασία στερεού θρεπτικού 
µέσου LB, απλά προστέθηκαν στο 1 L νερό και 15 g άγαρ (1,5 %) και τέλος ακολούθησε η 
επίστρωση τριβλίων.     
 
2.4. Μέθοδος ανάλυσης γεωργικών φαρµάκων σε σύστηµα HPLC 
          Για την ανάλυση και τον προσδιορισµό των υπολειµµάτων των γεωργικών 
φαρµάκων στις υγρές καλλιέργειες των βακτηριών χρησιµοποιήθηκε σε όλες τις 
περιπτώσεις σύστηµα HPLC Marathon III, που ήταν εξοπλισµένο µε σύστηµα αντλιών 
βαθµιδωτής έκλουσης, όγκο έγχυσης 20 µL και ανιχνευτή UV, ενώ ήταν συνδεδεµένο µε 
ανάλογο λογισµικό Clarify® για την παραλαβή και επεξεργασία των δεδοµένων. Ο 
διαχωρισµός των διαφόρων γεωργικών φαρµάκων και προϊόντων µεταβολισµού τους 
πραγµατοποιήθηκε σε στήλη αντίστροφης φάσης (RP) C18, Nucleosil (150 x 4.6 mm, 5 
µm id) (Macherey – Nagel GmbH, Germany) µε διάφορες κινητές φάσεις που 
περιγράφονται παρακάτω και ροή 1 mL/min εκτός αν αναφέρεται κάτι διαφορετικό. 
 
2.4.1. ∆ιαλύτες και γεωργικά φάρµακα  
          Για την προετοιµασία των πρότυπων διαλυµάτων νηµατωδοκτόνων και κινητής 
φάσης για τη χρωµατογραφική ανάλυση, χρησιµοποιήθηκαν µεθανόλη (MeOH), 
ακετονιτρίλιο (ACN) και νερό HPLC grade (Merck GmbH, Germany). Για την ανάλυση 
και τον περαιτέρω πειραµατισµό χρησιµοποιήθηκαν αναλυτικά πρότυπα των γεωργικών 
φαρµάκων αλλά και των µεταβολιτών τους όπως έχουν αναφερθεί παραπάνω.  
 
2.4.2. Καµπύλες αναφοράς  
          Ο ποσοτικός προσδιορισµός των fenamiphos και oxamyl, καθώς και των προϊόντων 
µεταβολισµού τους FSO, FSO2, FEN-OH, FSO-OH, FSO2-OH και oxamyl oxime 
πραγµατοποιήθηκε µε την κατασκευή και χρήση πρότυπης καµπύλης αναφοράς. Για τον 
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λόγο αυτό, αρχικά παρασκευάστηκε πρότυπο διάλυµα 1000 µg/mL σε µεθανόλη για όλα τα 
γεωργικά φάρµακα και προϊόντα µεταβολισµού τους που µελετήθηκαν. Ακολούθως, 
παρασκευάστηκαν πρότυπα διαλύµατα συγκεντρώσεων 10, 5, 2, 1, 0,5 και 0,1 µg/mL µε 
διαδοχικές αραιώσεις σε µεθανόλη για τους µεταβολίτες FSO και FSO2 και στο διάλυµα 
της κινητής του φάσης (70 % ACN:30 % H2O κ.ο.) για το fenamiphos και το oxamyl (20 
% ACN:80 % H2O κ.ο.) και έγινε έγχυση 20 µl από κάθε ένα από τα πρότυπα διαλύµατα 
στο σύστηµα HPLC. Το εµβαδόν της κορυφής που προέκυψε από την έγχυση καθενός από 
τα πρότυπα διαλύµατα συσχετίστηκε µε την συγκέντρωση του γεωργικού φαρµάκου ώστε 
να κατασκευαστεί η πρότυπη καµπύλη αναφοράς. Ο ποσοτικός προσδιορισµός 
πραγµατοποιήθηκε µε µέτρηση του εµβαδού των κορυφών τους µε την βοήθεια του 
λογισµικού Clarify®. 
 
2.4.3. Προσδιορισµός των fenamiphos, FSO, FSO2, FEN-OH, FSO-OH και FSO2-OH 
σε σύστηµα HPLC
   
 
          Ο διαχωρισµός του fenamiphos και του FEN-OH έγινε µε ισοκρατική έκλουση µε 
κινητή φάση 70 % ACN: 30 % H2O. Η ανίχνευσή τους πραγµατοποιήθηκε σε µήκος 
κύµατος 254 nm και ο χρόνος κατακράτησης των fenamiphos και FEN-OH ήταν 3,0 και 
7,1 min αντίστοιχα. Ο διαχωρισµός των µεταβολιτών FSO, FSO2
 
και των αντίστοιχων 
προϊόντων υδρόλυσης τους FSO-OH και FSO2-OH πραγµατοποιήθηκε µε σύστηµα 
βαθµιδωτής έκλουσης όπου οι αντλίες (Α) και (Β) περιείχαν διαλύµατα 100 % Η2Ο και 
100 % Ακετονιτρίλιο αντίστοιχα. Το πρόγραµµα βαθµιδωτής έκλουσης ξεκίνουσε µε 
κινητή φάση που αποτελούνταν από 80 % Η2Ο και 20 % Ακετονιτρίλιο για τα πρώτα 2 
min. Ακολούθως, η κινητή φάση βαθµιαία µετατράπηκε σε 80 % Ακετονιτρίλιο και 20 % 
Νερό µέχρι τα 7 min  Η κινητή αυτή φάση διατηρήθηκε µέχρι τα 9 min και στην συνέχεια 
επανήλθε στην αρχική της σύσταση. Καθόλη τη διάρκεια της έκλουσης, η ροή της κινητής 
φάσης προσαρµόστηκε στα 0,7 mL/min. Η ανίχνευση των ουσιών πραγµατοποιήθηκε σε 
µήκος κύµατος 230 nm και οι χρόνοι κατακράτησης των  FSO, FSO2, FSO-OH και FSO2-
OH ήταν 12,0, 12,8, 6,2 και 9,2 min αντίστοιχα. 
 
2.4.4. Προσδιορισµός των oxamyl και oxamyl oxime σε σύστηµα HPLC 
          Ο διαχωρισµός των oxamyl και oxamyl oxime έγινε µε ισοκρατική έκλουση σε 
κινητή φάση 20 % ACN: 80 % H2O. Η ανίχνευσή τους πραγµατοποιήθηκε σε µήκος 
κύµατος 220 nm και οι χρόνοι κατακράτησης των oxamyl και oxamyl oxime ήταν 3,3 min 
και 2,3 min αντίστοιχα. 
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2.5. Εκχύλιση νηµατωδοκτόνων από τα ενισχυµένα δείγµατα εδάφους 
          Αρχικά, µελετήθηκε η ταχύτητα διάσπασης των fenamiphos και oxamyl στο έδαφος 
από την περιοχή της Ν. Κρήτης όπου παρατηρήθηκε µειωµένη αποτελεσµατικότητα των 
παραπάνω νηµατωδοκτόνων. Έξι δείγµατα εδάφους (200 g)  τοποθετήθηκαν σε πλαστικές 
σακούλες µε αεροστεγές κλείσιµο και δέχτηκαν εφαρµογή κατάλληλων ποσοτήτων 
υδατικών διαλυµάτων των fenamiphos (400 mg/L) και oxamyl (240 mg/L) ώστε στο 
έδαφος να υπάρξει συγκέντρωση 10 µg/g ξηρού βάρους εδάφους. Τρία από τα δείγµατα 
εδάφους έλαβαν δόση fenamiphos και τρία oxamyl. Μετά την εφαρµογή τα δείγµατα 
αφέθηκαν για µικρό χρονικό διάστηµα (2 h) και ακολούθησε προσθήκη νερού ώστε η 
υγρασία του εδάφους να προσαρµοστεί στο 40 % της υδατοχωρητικότητας. Τα δύο 
δείγµατα εδάφους αναµίχθηκαν καλά για να επέλθει οµοιόµορφη κατανοµή του γεωργικού 
φαρµάκου στο έδαφος, ζυγίστηκαν εκ νέου στις σακούλες τους και τοποθετήθηκαν σε 
θάλαµο επώασης στους 25 0C. Οι σακούλες τρυπήθηκαν σε ένα σηµείο ώστε να καταστούν 
αερόβιες συνθήκες για τα εδάφη και καλύφθηκαν µε αλουµινόχαρτο για την απουσία 
φωτός. Αµέσως µετά την εφαρµογή και 1, 3 και 4 ηµέρες αργότερα δύο επαναλήψεις των 
10 g από κάθε δείγµα εδάφους αποµακρύνθηκαν και ακολούθησε εκχύλιση των 
υπολειµµάτων των δύο νηµατωδοκτόνων και ανάλυση τους σε σύστηµα HPLC. Η 
εκχύλιση των fenamiphos και oxamyl από το έδαφος περιγάφεται παρακάτω: 
 Ποσότητα 10 g εδάφους ζυγίστηκε σε κωνικές φιάλες των 100 mL και 
προστέθηκαν 20 mL µεθανόλης (pro analysis, Merck®). Οι φιάλες καλύφθηκαν µε 
parafilm και ανακινήθηκαν για 1 ώρα και 30 min σε µέτρια ταχύτητα 
 Οι φιάλες στη συνέχεια αφέθηκαν λίγη ώρα και 1 mL από το υπερκείµενο 
µεταφέρθηκε σε eppendorf του 1,5 mL 
 Τα  eppendorfs φυγοκεντρήθηκαν για 3 min σε 13000 στροφές/min 
 0,5 mL από το υπερκείµενο των eppendorfs µεταφέρθηκε σε µικρό γυάλινο 
φυαλίδιο (1,8 mL) και αναµίχθηκε µε 0,5 mL νερό HPLC grade 
 Ακολούθησε ανάδευση σε vortex και κατόπιν έγκυση των δειγµάτων σε σύστηµα 
HPLC 
 
2.6. Εµπλουτισµένες καλλιέργειες για την αποµόνωση αποδοµητικών βακτηρίων 
          Μετά την ολοκλήρωση του πειράµατος διάσπασης των νηµατωδοκτόνων στο 
έδαφος, ξεκίνησε η διαδικασία εµπλουτισµού για την αποµόνωση των αποδοµητικών 
βακτηρίων. Έτσι, 1 g εδάφους από δείγµα που είχε ενισχυθεί µε fenamiphos, µεταφέρθηκε 
σε αποστειρωµένα µπουκάλια DURAN (100 mL) (3 επαναλήψεις) που περιείχαν 20 mL 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:37 EET - 137.108.70.7
 26
SEM + fenamiphos (10 mg/L). Ανάλογα, 1 g  του ίδιου δείγµατος εδάφους µεταφέρθηκε 
σε αποστειρωµένα µπουκάλια DURAN (100 mL) (3 επαναλήψεις) που περιείχαν 20 mL 
διαλύµατος MSM+N + fenamiphos (10 mg/L). Η ίδια ακριβώς διαδικασία ακολουθήθηκε 
και για το νηµατωδοκτόνο oxamyl µε τη µόνη διαφορά ότι για τον εµβολιασµό 
χρησιµοποιήθηκε έδαφος από δείγµα που είχε ενισχυθεί µε oxamyl. Ταυτόχρονα 
προετοιµάστηκαν και τρία µπουκάλια για κάθε υπόστρωµα και γεωργικό φάρµακο, στα 
οποία δεν προστέθηκε έδαφος και χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες. Τέλος, όλα τα 
µπουκάλια τοποθετήθηκαν για επώαση σε ψυχόµενο επωαστικό θάλαµο σε θερµοκρασία 
25 0C υπό ανάδευση 150 στροφών/min. Η αποδόµηση των fenamiphos και oxamyl 
παρακολουθήθηκε µε συνεχή λήψη δειγµάτων στις 0, 1 και 2 ηµέρες (1ος κύκλος 
ανακαλλιέργειας). Η διαδικασία που ακολούθησε ήταν η εξής: 
 1 mL από κάθε καλλιέργεια µεταφέρθηκε σε eppendorf  
 Τα  eppendorfs φυγοκεντρήθηκαν για 5 min στις 13000 στροφές/min 
 Για τις καλλιέργειες µε fenamiphos ή oxamyl, 0,5 ή 0.8 mL από το υπερκείµενο 
αντίστοιχα µεταφέρθηκε σε γυάλινο φυαλίδιο και αναµίχθηκαν µε 0.5 ή 0,2 mL 
ακετονιτριλίο αντίστοιχα 
 Ακολούθησε σύντοµη ανάδευση σε vortex και ανάλυση σε σύστηµα HPLC  
 
2.6.1. Κύκλοι ανακαλλιέργειας στις εµπλουτισµένες καλλιέργειες 
          Μετά την επιβεβαίωση της ταχύτατης αποδόµησης των fenamiphos και oxamyl κατά 
τον πρώτο κύκλο εµπλουτισµού και όταν το ποσοστό αποδόµησής τους έφτασε το 80 % 
προετοιµάστηκε ο 2ος κύκλος ανακαλλιέργειας. Πιο συγκεκριµένα, 0,5 mL από τις 
καλλιέργειες µεταφέρθηκε ασηπτικά σε νέα σειρά των ιδίων θρεπτικών µέσων (20 mL). 
Στη συνέχεια, µε τον ίδιο ακριβώς τρόπο προετοιµάστηκε 3ος, 4ος και 5ος κύκλος 
ανακαλλιέργειας για όλους τους συνδυασµούς γεωργικού φαρµάκου – θρεπτικού µέσου 
εκτός του MSM+N + Oxamyl που παρέµεινε στον 4ο κύκλο ανακαλλιέργειας µιας και 
παρουσίαζε το βραδύτερο ρυθµό αποικοδόµησης. Κατά την διάρκεια των κύκλων 
ανακαλλιέργειας, η αποδόµηση των γεωργικών φαρµάκων παρακολουθήθηκε µε την 
ηµερήσια σχεδόν αποµάκρυνση δειγµάτων από τις υγρές καλλιέργειες και ανάλυση τους 
σε σύστηµα HPLC. Σε κάθε κύκλο ανακαλλιέργειας υπήρχαν ταυτόχρονα και δείγµατα – 
µάρτυρες για κάθε γεωργικό φάρµακο – θρεπτικό µέσο. Με την ολοκλήρωση κάθε 
βήµατος εµπλουτισµού, οι καλλιέργειες που περνούσαν σε καινούριο κύκλο 
εµπλουτισµού, µεταφέρονταν σε αποστειρωµένα falcons των 50 mL και διατηρούνταν 
στους – 20 0C. Επίσης, δείγµατα εδάφους (20 g) που είχαν ενισχυθεί µε τα νηµατωδοκτόνα 
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αποµακρύνθηκαν από τα αρχικά δείγµατα και αποθηκεύτηκαν στους – 20 0C. Αυτό έγινε 
ώστε αργότερα να µελετηθεί η βακτηριακή κοινότητα σε όλους τους κύκλους 
εµπλουτισµού καθώς και η αρχική σύνθεση της βακτηριακής κοινότητας στο έδαφος. 
 
2.7. Αποµόνωση µικροοργανισµών που αποδοµούν τα νηµατωδοκτόνα fenamiphos και 
oxamyl από το έδαφος 
          Όταν η αποδόµηση των fenamiphos και oxamyl στον τελευταίο κύκλο 
ανακαλλιέργειας έφτασε το 80 % προετοιµάστηκε σειρά διαδοχικών αραιώσεων (10-1 – 10-
8) για κάθε γεωργικό φάρµακο και θρεπτικό µέσο. Οι αραιώσεις έγιναν ως εξής: 
 Προετοιµάστηκαν 4*8 = 32 αποστειρωµένα falcons των 15 mL που περιείχαν 9 mL 
αποστειρωµένο νερό 
 Οι καλλιέργειες στον τελευταίο κύκλο εµπλουτισµό µεταφέρθηκαν στον θάλαµο 
νηµατικής ροής 
 Οι τρεις επαναλήψεις από κάθε καλλιέργεια (SEM ή MSMN + Fenamiphos, SEM ή 
MSMN + Oxamyl) αφού αναδεύτηκαν σε vortex, αναµίχθηκαν  
 1 mL από κάθε µπουκάλι DURAN µεταφέρθηκε στο πρώτο αποστειρωµένο falcon 
και αναδεύτηκε  
 1 mL από το πρώτο falcon µεταφέρθηκε στο δεύτερο κ.ο.κ., µέχρι και το τελευταίο 
falcon όπου είχε τελικά την υψηλότερη αραίωση 10-8 
 
          Μέσω της διαδικασίας αυτής προέκυψαν οκτώ falcons για κάθε καλλιέργεια όπως 
αναφέρονται παρακάτω: 
• Fenamiphos in SEM στον 5ο κύκλο ανακαλλιέργειας 
• Fenamiphos in MSM+N στον 5ο κύκλο ανακαλλιέργειας 
• Oxamyl in SEM στον 5ο κύκλο ανακαλλιέργειας 
• Oxamyl in MSM+N στον 4ο κύκλο ανακαλλιέργειας 
 
          Στη συνέχεια, 0,1 mL από τα falcons των αραιώσεων 10-3 – 10-8 επιστρώθηκαν σε 
δύο τριβλία κάθε φορά που περιείχαν το αντίστοιχο στερεό θρεπτικό µέσο. Τα τριβλία 
διατηρήθηκαν στην επώαση στο σκοτάδι στους 25 0C µέχρι να αναπτυχθούν οι αποικίες. 
Επίσης, οι καλλιέργειες που βρίσκονταν στον τελευταίο κύκλο ανακαλλιέργειας 
µεταφέρθηκαν σε αποστειρωµένα falcons και διατηρήθηκαν στους – 20 0C. 
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2.7.1. Επιλογή αποικιών και έλεγχος της αποδοµητικής τους ικανότητας 
          Ύστερα από τρεις ηµέρες επώασης, ικανοποιητικός αριθµός βακτηριακών αποικιών 
είχε αναπτυχθεί στα τριβλία. Ακολούθησε επιλογή αποικιών από τα τριβλία µε βάση τρία 
κριτήρια 1) την εµφάνιση περιθωρίου (halo) γύρω από την αποικία που καταδεικνύει 
πιθανότατα την κατανάλωση του γεωργικού φαρµάκου από την αποικία, 2) µορφολογικά 
χαρακτηριστικά και 3) όσο το δυνατό καλύτερο διαχωρισµό από παρακείµενες αποικίες 
ώστε να περιοριστεί η πιθανότητα αποµόνωσης αξενικών καλλιεργειών. Τελικά, 
επιλέχθηκαν 25 αποικίες για κάθε νηµατωδοκτόνο και θρεπτικό µέσο µε τη βοήθεια 
αποστειρωµένων ακίδων. Οι συνολικά 100 αποικίες µεταφέρθηκαν σε αποστειρωµένα 
πλαστικά µπουκάλια (30 ml) µιας χρήσης που περιείχαν 5 mL από το ίδιο θρεπτικό µέσο 
(10 mg/L) µε αυτό του τριβλίου από το οποίο επιλέχθηκαν. Ακολούθησε ανάδευση σε 
vortex και τοποθέτησή τους σε αναδευόµενο επωαστήρα στους 25 0C και στις 150 
στροφές/min. Παράλληλα, προετοιµάστηκαν και τρεις επαναλήψεις για κάθε γεωργικό 
φάρµακο και θρεπτικό µέσο τα οποία δεν εµβολιάστηκαν µε βακτήρια ώστε να 
αξιολογηθεί η αβιοτική διάσπαση των γεωργικών φαρµάκων στα θρεπτικά µέσα κατά την 
διάρκεια της επώασης.  
          Στη συνέχεια, παρακολουθήθηκε η αποδόµηση των fenamiphos και oxamyl από τις 
επιλεγµένες αποικίες στις 7 και 14 ηµέρες όπως έχει ήδη περιγραφεί. Από τις καλλιέργειες 
που έδειξαν αποδόµηση έγινε εµβολιασµός και επίστρωση σε τρυβλία NAB για την 
αξιολόγηση της αµιγότητας των καλλιεργειών. Τα τριβλία τοποθετήθηκαν στην επώαση 
στους 25 0C. Οι καλλιέργειες που ήταν αµιγείς επιστρώθηκαν παραπέρα σε τριβλία µε τα 
αντίστοιχα θρεπτικά µέσα (SEM και MSMN + fenamiphos ή oxamyl). Στις καλλιέργειες 
που παρουσίασαν υψηλή αποδοµητική ικανότητα και ήταν αµιγείς, πραγµατοποιήθηκε 
ανακαλλιέργεια µε εµβολιασµό 0,5 mL σε νέα θρεπτικά µέσα (5 mL). Οι νέες καλλιέργειες 
καθώς και οι αντίστοιχες καλλιέργειες-µάρτυρες τοποθετήθηκαν σε αναδευόµενο 
επωαστικό θάλαµµο στους 25 0C στις 150 στροφές/min. Ακολούθησαν δειγµατοληψίες 
στις 0, 3 και 6 ηµέρες για την παρακολούθηση της αποδόµησης των fenamiphos και 
oxamyl.          
Τέλος, στα τριβλία SEM και MSMN+fenamiphos ή oxamyl που είχαν επιστρωθεί 
µε τις αποδοµητικές καλλιέργειες προστέθηκε 0,8 mL αποστειρωµένο νερό και η 
βακτηριακή µάζα συγκοµίστηκε και µεταφέρθηκε σε νεα αποστειρωµένα eppendorfs, όπου 
αναµίχθηκαν µε 0,2 mL αποστειρωµένου υδατικού διαλύµατος γλυκερόλης (80 %) και 
αποθηκεύτηκαν στους – 80 %. 
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2.7.2. Εξαγωγή DNA από τις αµιγείς αποικίες των βακτηρίων 
          Εξαγωγή DNA πραγµατοποιήθηκε από 8 βακτηριακές καλλιέργειες που είχαν 
αναπτυχθεί σε τριβλία ΝΑΒ. H βακτηριακή ανάπτυξη συγκοµίστηκε µε 1 mL 
αποστειρωµένο νερό, φυγοκεντρήθηκε και ακολούθησε εξαγωγή  DNA µε τη χρήση του 
εµπορικού κιτ Nucleospin® Tissue της εταιρείας Macherey – Nagel. Τα βήµατα του 
πρωτοκόλλου που ακολουθήθηκαν ήταν τα εξής: 
 Η βακτηριακή πελέτα  επαναδιαλύθηκε µε 180 µL Buffer T1 (Lysis Buffer) και το 
περιεχόµενο µεταφέρθηκε σε νέα σωληνίδια 
 Προστέθηκαν 25 µL πρωτεϊνάσης Κ από πρότυπο διάλυµα 20 mg/mL, ακολούθησε 
ανάδευση σε vortex και επώαση (1-3 ώρες) στους 56 0C έως ότου επέλθει πλήρης 
λύση των κυττάρων. Στο διάστηµα αυτό, πραγµατοποιήθηκε ανάδευση σε vortex 
ανά τακτά χρονικά διαστήµατα µιας και η διαδικασία αυτή µειώνει τον χρόνο 
λύσης των κυττάρων 
 Μετά τη λύση των κυττάρων προστέθηκαν 200 µL από το Buffer B3, ακολούθησε 
vortex και επώαση των δειγµάτων στους 70 0C για 10 min. 
 Προστέθηκαν 210 µL αιθανόλης (96-100 %) στα δείγµατα και ακολούθησε αµέσως 
vortex 
 Κατόπιν, οι στήλες Nucleospin τοποθετήθηκαν σε σωληνάρια συλλογής των 2 mL, 
προστέθηκαν τα δείγµατα και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 1 
min. Το διάλυµα που διαπέρασε τη µεµβράνη απορρίφθηκε 
 Προστέθηκαν 500 µL του Buffer BW (Wash Buffer) στην στήλη και τα δείγµατα 
φυγοκεντρήθηκαν στις 11,000 x g για 1 min. Το διάλυµα που διαπέρασε τη 
µεµβράνη απορρίφθηκε 
 Προστέθηκαν 600 µL του Buffer B5 (Concentrated Wash Buffer) στην στήλη και 
τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στις 11,000 x g για 1 min. Το διάλυµα που 
διαπέρασε τη µεµβράνη απορρίφθηκε 
 Ακολούθησε αµέσως µία δεύτερη φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 1 min ώστε να 
αποµακρυνθούν τυχόν υπολείµµατα αιθανόλης του  Buffer B5  
 Τέλος, οι στήλες Nucleospin τοποθετήθηκαν σε νέα αποστειρωµένα eppendorfs και 
η έκλουση του DNA έγινε µε την προσθήκη 100 µL του Buffer BE (Elution 
Buffer), το οποίο είχε προθερµανθεί στους 70 0C. Οι στήλες αφέθηκαν µε το Buffer 
BE για 1 min και στη συνέχεια ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 1 
min 
 Τα δείγµατα DNA διατηρήθηκαν στους – 20 0C 
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2.8.  Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
          Η τεχνική της PCR (Polymerase Chain Reaction) επιτρέπει τον ενζυµικό 
πολλαπλασιασµό in vitro επιλεγµένων αλληλουχιών DNA από ελάχιστες αρχικές 
ποσότητες δείγµατος. Η αρχή λειτουργίας της µεθόδου στηρίζεται στη χρήση: 
 Ειδικής DNA πολυµεράσης η οποία είναι θερµοσταθερή και διατηρεί τη 
δραστικότητά της σε θερµοκρασίες έως και 95 οC 
 Ζεύγους συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων (συνήθως 15 - 30 βάσεων), τα οποία 
ονοµάζονται εκκινητές (primers) 
 Κατάλληλου διαλύµατος ελεύθερων 5΄ τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων 
(dNTPs) 
 Κατάλληλης συγκέντρωσης διαλύµατος MgCl2 
 Ειδικού ρυθµιστικού διαλύµατος για την πολυµεράση 
 Μικρής ποσότητας DNA που παίζει το ρόλο του µορίου-µήτρας 
 
          Η τεχνική της PCR πραγµατοποιείται σε τρία στάδια και αποφέρει εκθετικό 
πολλαπλασιασµό του DNA στόχου. Στο πρώτο στάδιο, το δίκλωνο DNA αποδιατάσσεται 
µε θέρµανση στους 92-95 οC. Στο δεύτερο στάδιο, οι εκκινητές που βρίσκονται σε µεγάλη 
περίσσεια υβριδίζονται µε τις συµπληρωµατικές προς αυτούς αλληλουχίες στους δύο 
κλώνους του DNA στους 50-65 οC. Κατά το τρίτο στάδιο, το οποίο πραγµατοποιείται 
στους 70-78 οC, συντίθεται DNA αρχίζοντας από τους δύο εκκινητές. Ο βέλτιστος 
αριθµός κύκλων εξαρτάται από τη συγκέντρωση του DNA-στόχου και την απόδοση της 
PCR σε κάθε κύκλο. Μετά από µερικούς κύκλους το επικρατές προϊόν είναι δίκλωνο 
DNA, τα 5’ άκρα του οποίου καθορίζονται από τους εκκινητές. 
 
Υλικά 
• Buffer A  
• Buffer για colony-PCR  
• DyNAzyme EXT Buffer (Finnzymes) 
• Kapa Taq πολυµεράση 
• DyNAzyme EXT DNA πολυµεράση (Finnzymes) 
• Νουκλεοτίδια (dNTPs) (HT BIOTECHNOLOGY LTD) 
• BSA (Bovine Serum Albumin) 10 µg/µL 
• MgCl2 (25 mM) 
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• Εκκινητές  
• dd H2O 
 
Πίνακας 2.2: Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση 
τµηµάτων (63f-1087r ή Muyzer F- Muyzer R) ή ολόκληρου του 16S rDNA γονίδου  των 
βακτηρίων  
Εκκινητής Αλληλουχία Tm  
(0C) 
63f 5’ – AGG CCT AAC ACA TGC AAG TC – 3’ 49,2  
1087r 5’ – CTC GTT GCG GGA CTT AAC CC – 3’ 56,0 
MuyzerF  
(357f-GC) 
5’ – CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG 
GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG – 3’ 
103,2 
MuyzerR (534r) 5’ – ATT ACC GCG GCT GCT GG – 3’  54,4 
8f 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTT AG-3’ 52  
1512r 5’-ACG GTT ACC TTG TTA CGA CTT-3’ 52  
 
 
Ενίσχυση τµήµατος του 16S rDNA βακτηρίων µε την τεχνική της PCR: Στην 
αντίδραση της PCR ενισχύθηκε όλο το 16S rRNA  γονίδιο (1500 bp) των βακτηρίων µε 
τους εκκινητές 8f - 1512r χρησιµοποιώντας ως µήτρα το DNA που εκχυλίστηκε από τις 
αµιγείς καλλιέργειες. Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για την αντίδραση και οι συνθήκες 
στις οποίες πραγµατοποιήθηκε παρουσιάζονται στους πίνακες 2.3. και 2.4. αντίστοιχα. 
 
Πίνακας 2.3: Αντίδραση PCR για τα βακτήρια που εµφάνισαν αποδοµητική ικανότητα 
Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 
Buffer A (10x optimized) 2,5 µL 1x (1.5 mM MgCl2) 
dNTPs (10 mM) 0,5 µL 200 µΜ από το καθένα 
Forward primer 8f (20 pmol/µL) 1 µL 0,2 µM 
Reverse primer 1512r (20 pmol/µL) 1 µL 0,2 µM 
Kapa Taq πολυµεράση (1 U/µL) 0,1 µL 1 U/25 µL 
DNA 1 µL 10-50 ng 
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ddH2O 18,9 µL  
Συνολικός όγκος 25 µL  
 
 
Πίνακας 2.4: Θερµοκυκλοποιητικές συνθήκες PCR µε τους εκκινητές 8f-1512r 
Αρχική αποδιάταξη 95 0C 5 min  
Αποδιάταξη  
Υβριδοποίηση 
Επιµήκυνση 
95 0C 
55 0C 
72 0C 
1 min 
1 min 
2 min 
30 κύκλοι 
Τελική επιµήκυνση 72 0C 10 min  
 
 
2.9. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 
          Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης χρησιµοποιείται για τον διαχωρισµό, την 
αναγνώριση και τον καθαρισµό τµηµάτων DNA. Στην εργασία αυτή, πραγµατοποιήθηκε 
ηλεκτροφόρηση 1) στα δείγµατα DNA που εξήχθησαν από τις αµιγείς καλλιέργειες των 
βακτηρίων, 2) στα δείγµατα του πλασµιδιακού DNA των βακτηρίων που αποµονώθηκαν, 
3) στα δείγµατα DNA που εκχυλίστηκαν από το έδαφος για τον έλεγχο της απόδοσης της 
εκχύλισης και 4) στα δείγµατα DNA που εκχυλίστηκαν από τους κύκλους ανακαλλιέργειας 
των βακτηρίων. Επίσης, ηλεκτροφορήθηκαν και όλα τα προϊόντα των αντιδράσεων PCR 
για τον έλεγχο της παρουσίας του επιθυµητού προϊόντος. 
 
Πίνακας 2.5: ∆ιαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν για την ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή 
αγαρόζης 
50x TΑE Buffer (Tris-Acetate-EDTA) 6x loading buffer 
Tris Base 242 g Γλυκερόλη 5 mL 
Glacial Acetic Acid      57,1 mL Bromophenol 
blue 
25 mg 
0,5 M EDTA (pH 8) 100 mL 50x TAE 200 µL 
Προσαρµογή του όγκου στο 1L µε απεσταγµένο νερό dd H2O 4,8 mL 
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Ηλεκτροφόρηση δειγµάτων DNA από τις αµιγείς αποικίες των βακτηρίων και των 
προϊόντων της PCR: Χρησιµοποιήθηκε πηκτή 0,8 % (0,56 g αγαρόζης σε 70 mL TΑE 1x) 
και 2 µL βρωµιούχου αιθιδίου (1%). Σε κάθε πηκτή φορτώθηκαν 5 µl DNA αναµεµειγµένα 
µε 1 µL loading buffer 6x. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε στα 90 V. Μετά το τέλος 
της ηλεκτροφόρησης κατέστη δυνατή η παρατήρηση των ζωνών του DNA στις πηκτές 
αφού τοποθετήθηκαν σε τράπεζα UV. 
 
2.10. Εξαγωγή ζώνης της πηκτής για καθαρισµό PCR προϊόντων (gel extraction) 
          Από τα προϊόντα της PCR, πραγµατοποιήθηκε εξαγωγή ζώνης από πηκτή αγαρόζης 
στα 9 δείγµατα. Πιο συγκεκριµένα, σε πηκτή αγαρόζης 0,8 % φορτώθηκαν 10 µL DNA 
αυτή τη φορά, και µετά την ηλεκτροφόρηση επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη ζωνών του σωστού 
µεγέθους σε τράπεζα  UV. Κατόπιν, ακολουθήθηκαν τα βήµατα του πρωτοκόλλου του 
QIAquick Gel Extraction Kit της εταιρείας QIAGEN.  
 Με αποστειρωµένο νυστέρι αποκόπηκαν προσεκτικά οι επιλεγµένες ζώνες και 
τοποθετήθηκαν σε αποστειρωµένα eppendorfs 
 Τα eppendorfs ζυγίστηκαν και προστέθηκε Buffer QG σε αναλογία 3 φορές το 
βάρος της ζώνης πηκτής που κόπηκε (στα 100 mg προστέθηκαν 300 µL) 
 Ακολούθησε επώαση των δειγµάτων στους 50 0C για 10 min µέχρι να διαλυθεί 
πλήρως η πηκτή. Κατά τη διάρκεια της επώασης τα δείγµατα αναδεύονταν σε 
vortex για να διευκολυνθεί η διάλυση και στο τέλος το χρώµα των δειγµάτων ήταν 
κίτρινο που υποδηλώνει τιµή pH<7.5  
 Οι στήλες QIAquick spin τοποθετήθηκαν σε σωληνάρια των 2 mL. Τα δείγµατα 
των eppendorfs µεταφέρθηκαν σε αυτά και φυγοκεντρήθηκαν για 1 min. Το 
διάλυµα που διαπέρασε τη µεµβράνη απορρίφθηκε 
 Προστέθηκε 0,5 mL από το Buffer QG και τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν για 1 
min. Το διάλυµα που διαπέρασε τη µεµβράνη απορρίφθηκε 
 Προστέθηκε 0,75 mL από το Buffer PE στις στήλες των δειγµάτων και αφέθηκαν 
για 2-5 min  πριν ακολουθήσει φυγοκέντρηση για 1 min. Το Buffer PE που περιέχει 
αιθανόλη χρησιµοποιείται για να ξεπλυθούν όλα τα άλατα. Το διάλυµα που 
διαπέρασε τη µεµβράνη απορρίφθηκε και τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν για 1 min 
στις 13000 rpm 
 Τέλος, οι στήλες τοποθετήθηκαν σε καινούρια eppendorfs και η έκλουση του DNA 
έγινε µε την προσθήκη 30 µL dd H2O.  
 Τα δείγµατα DNA διατηρήθηκαν στους – 20 0C 
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2.11. Ένθεση 
          Ακολούθησε ποσοτικοποίηση των δειγµάτων του dsDNA µε φωτόµετρο στα 260 nm 
µε χρήση κυψελίδας. Με βάση τις τιµές απορρόφησης και βάση του τύπου [25 ng vector x 
1,5 kb (µήκος DNA) / 3] x (3 / 1) υπολογίστηκαν τα µL DNA κάθε δείγµατος που 
χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση ένθεσης σε κατάληλλο πλασµιδιακό φορέα pGEM®-T 
easy (Promega). Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν για την αντίδραση ένθεσης 
παρουσιάζονται στον πίνακα 2.6. Μετά την ανάµιξη των αντιδραστηρίων τα δείγµατα 
επωάστηκαν στους 4 0C για 16 h. 
 
Πίνακας 2.6: Οι όγκοι των αντιδραστηρίων που χρησιµοποιήθηκαν κατά την αντίδραση 
ένθεσης των διαφόρων PCR προϊόντων 
Αντιδραστήρια ∆είγµατα DNA 
2x Buffer 5 µL 
Vector pGem 0,5 µL 
PCR product 1,6 - 4,3 µL 
Λιγάση 1 µL 
dd H2O Χ µL 
Συνολικός όγκος 10 µL 
 
 
Πίνακας 2.7: ∆ιαλύµατα που χρησιµοποιήθηκαν για τον µετασχηµατισµό του φορέα σε 
δεκτικα κύτταρα E. coli 
10 mL X Gal (2 %) 10 mL IPTG (0,1 M) 
X Gal (- 20 0C) 0,2 g IPTG (- 20 0C) 0,238 g 
dimethyl formamide (DMF) 10 mL Προσαρµογή όγκου σε 10 mL νερού 
Αποστείρωση µε φίλτρο 
Αποθήκευση στους 4 0C 
Αποστείρωση µε φίλτρο και σύριγγα και 
αποθήκευστη στους – 20 0C τυλιγµένο µε 
αλουµινόχαρτο 
 
 
 
2.12. Μετασχηµατισµός σε δεκτικά κύτταρα E. coli 
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          Με την ολοκλήρωση της ένθεσης ακολούθησε ο µετασχηµατισµός των 
ανασυνδυασµένων πλασµιδίων σε δεκτικά κυττάρα E. coli (DH5a Competent Cells, 
Invitrogen, USA) Τα βήµατα που ακολουθήθηκαν για τη διαδικασία του µετασχηµατισµού 
ήταν τα εξής: 
 Σε αποστειρωµένα eppendorfs µεταφέρθηκαν 2 µL ανασυνδυασµένων πλασµιδίων 
και προστέθηκαν 80 µL δεκτικών κυττάρων. Τα eppendorfs τοποθετήθηκαν για 30 
min στον πάγο 
 Στη συνέχεια τα δείγµατα επωάστηκαν για 42-50 sec στους 42 0C  και για 2 min σε 
πάγο 
 Προστέθηκαν 200 µL LB υπό φλόγα και τα δείγµατα επωάστηκαν για 50 min 
στους  37 0C 
 Τα δείγµατα µεταφέρθηκαν σε θάλαµο νηµατικής ροής και ασηπτικά προστέθηκαν 
50 µL X GAL (2 %) που φυλασσόταν στους – 20 0C και 10 µL IPTG που 
φυλασσόταν στους 4 0C 
 Τέλος, τα δείγµατα επιστρώθηκαν σε τριβλία LB + Ampicillin και ακολούθησε 
επώαση στους 37 0C για 16 h 
 
Επιλογή θετικών κλώνων από τα τριβλία LB: Την επόµενη µέρα, πραγµατοποιήθηκε 
επιλογή πέντε λευκών αποικιών από κάθε τριβλίο µε τη χρήση αποστειρωµένων ακίδων 
και τοποθετήθηκαν σε αποστειρωµένα µπουκάλια (25 mL) που περιείχαν 5 mL LB + 
ampicillin. Ακολούθως, τα µπουκάλια τοποθετήθηκαν σε επωαστικό θάλαµο µε ανάδευση 
στους 37 0C στις 200 στροφές/min για 16 h.  
 
2.13. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 
          Από τις παραπάνω καλλιέργειες µε την ολοκλήρωση της επώασης 
πραγµατοποιήθηκε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA. Χρησιµοποιήθηκαν τρεις κλώνοι για 
κάθε βακτήριο (24 δείγµατα). Η εξαγωγή πλασµιδιακού DNA πραγµατοποιήθηκε µε το 
εµπορικό κιτ Nucleospin® Plasmid της εταιρείας Macherey-Nagel και τα βήµατα του 
πρωτοκόλου που ακολουθήθηκαν ήταν τα εξής: 
 1 mL από τις καλλιέργειες µεταφέρθηκε σε αποστειρωµένο eppendorf και 
ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 30 sec. Τα κύτταρα 
ιζηµατοποιήθηκαν και το υπερκείµενο απορρίφθηκε 
 Το ίζηµα επαναδιαλυτοποιήθηκε προσεκτικά σε 250 µL του Buffer A1 που περιέχει 
λυσοζύµη 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:37 EET - 137.108.70.7
 36
 Προστέθηκαν 250 µL του Buffer A2 που περιέχει SDS και τα eppendorfs 
ανακινήθηκαν 6 - 8 φορές και επωάστηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 min 
 Προστέθηκαν 300 µL Buffer A3 και τα eppendorfs ανακινήθηκαν πάλι 6 - 8 φορές 
 Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 10 min 
 Στη συνέχεια, οι στήλες NucleoSpin Plus που παρέχονται στο κιτ τοποθετήθηκαν 
σε σωληνάρια συλλογής των 2 mL και φορτώθηκε σε αυτά το υπερκείµενο 
 Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 1 min και το διάλυµα που 
διαπέρασε τη µεµβράνη της στήλης απορρίφθηκε 
 Προστέθηκαν στην στήλη 500 µL του Buffer AW το οποίο είχε προθερµανθεί 
στους 50 0C και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 1 min. Το διάλυµα 
που διαπέρασε τη µεµβράνη της στήλης απορρίφθηκε 
 Προστέθηκαν στην στήλη 600 µL του Buffer A4 που περιέχει αιθανόλη και 
ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 1 min. Το διάλυµα που διαπέρασε 
τη µεµβράνη της στήλης απορρίφθηκε 
 Ακολούθησε νέα φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 2 min ώστε να αποµακρυνθεί 
κάθε υπόλειµµα αιθανόλης από τη µεµβράνη της στήλης 
 Στην συνέχεια οι στήλες µεταφέρθηκαν σε καινούρια αποστειρωµένα eppendorfs 
και η έκλουση του DNA πραγµατοποιήθηκε µε προσθήκη 50 µL του Buffer AE (5 
mM Tris-HCl, pH 8,5). Ακολούθησε επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 min 
και κατόπιν φυγοκέντρηση στις 11,000 x g για 1 min 
 Τέλος, τα δείγµατα αποθηκεύτηκαν στους - 20 0C 
 
          Το πλασµιδιακό DNA απεστάλη για αλληλούχιση στην εταιρεία MACROGEN 
στην Κορέα. Οι αλληλουχίες αναγνώστηκαν και προς τις δύο κατευθύνσεις ώστε να 
παραλάβουµε την πλήρη αλλουχία (1500 bp) του γονιδίου 16S rRNA των 
αποµονωθέντων βακτηρίων. Οι αλληλουχίες κατατέθηκαν στη βάση δεδοµένων του 
European Molecular Biology Laboratory (EMBL) και µε κωδικούς πρόσβασης 
FN600408 ως FN600413. 
          Οι µετασχηµατισµένες µε το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο καλλιέργειες E. coli 
από τις οποίες πραγµατοποιήθηκε αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA 
ανακαλλιεργήθηκαν σε νέο θρεπτικό µέσο (LB+ambicillin) και ακολούθησε ανάµιξη 
µε γλυκερόλη και αποθήκευση στους – 80 0C.  
 
2.14. Εξαγωγή DNA από δείγµατα εδάφους 
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          ∆είγµατα εδάφους (3 δείγµατα ανά γεωργικό φάρµακο) που είχαν λάβει δόσεις 
fenamiphos ή oxamyl και είχαν χρησιµοποιηθεί για την αποµόνωση των αποδοµητικών 
βακτηρίων, χρησιµοποιήθηκαν για την εξαγωγή DNA που πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση 
του εµπορικού κιτ PowerSoil™ DNA (MO BIO Laboratories, Inc.). Τα βήµατα που 
ακολουθήθηκαν ήταν τα  παρακάτω: 
 Αρχικά, προστέθηκαν 0,5 g από κάθε δείγµα εδάφους σε ξεχωριστά  bead tubes τα 
οποία περιείχαν bead solution. Το bead solution είναι ρυθµιστικό διάλυµα το οποίο 
βοηθάει στο να διασκορπιστούν τα σωµατίδια εδάφους και διαλυτοποιεί τα χουµικά 
οξέα που περιέχονται στο έδαφος 
 Ακολούθησε ήπια ανάδευση σε vortex 
 Προστέθηκαν 60 µL από το διάλυµα C1 και τα bead tubes αναδεύτηκαν σύντοµα στο 
vortex. Το διάλυµα C1 περιέχει SDS το οποίο διασπά τα λιπαρά οξέα και τα λιπίδια 
της κυτταρικής µεµβράνης των µικροοργανισµών 
 Στη συνέχεια, τα bead tubes τοποθετήθηκαν στο vortex και αναδεύτηκαν στη µέγιστη 
ταχύτητα για 10 min. Κατά την ανάδευση, τα σφαιρίδια συγκρούονται µεταξύ τους και 
µε τα κύτταρα προκαλώντας έτσι τη λύση τους 
 Τα bead tubes φυγοκεντρήθηκαν στις 10,000 x g για 30 sec. Στο σηµείο αυτό, τα 
κυτταρικά υπολείµµατα, το έδαφος, τα σφαιρίδια και τα χουµικά οξέα δηµιουργούν 
ένα ίζηµα ενώ το DNA βρίσκεται στο υπερκείµενο 
 Μεταφέρθηκε το υπερκείµενο σε καθαρά σωληνάρια eppendorfs 
 Προστέθηκαν 250 µL από το διάλυµα C2, τα  eppendorfs αναδεύτηκαν για 5 sec και 
επωάστηκαν στους 4 οC για 5 min. Το διάλυµα C2 περιέχει ένα αντιδραστήριο το 
οποίο προκαλεί κατακρήµνιση πρωτεϊνών 
 Τα eppendorfs φυγοκεντρήθηκαν για 1 min στις 10,000 x g 
 Αποφεύγοντας το ίζηµα, µεταφέρθηκαν µέχρι και 600 µL σε καθαρά σωληνάρια 
eppendorfs 
 Προστέθηκαν 200 µL από το διάλυµα C3 (διάλυµα υψηλής συγκέντρωσης αλάτων) και 
τα eppendorfs αναδεύτηκαν στο vortex για 5 sec. Μετά, επωάστηκαν στους 4 0C για 5 
min. Το DNA προσδένεται στη µεµβράνη πυριτίου παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων 
αλάτων 
 Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 10,000 x g για 1 min 
 Μεταφέρθηκαν έως και 750 µL του υπερκειµένου σε καθαρά eppendorfs 
 Προστέθηκε 1,2 mL από το διάλυµα C4 το οποίο είναι διάλυµα υψηλής συγκέντρωσης 
αλάτων 
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 Προστέθηκαν περίπου 675 µL από το υπερκείµενο σε spin filter και φυγοκεντρήθηκαν 
στις 10,000 x g για 1 min. Απορρίφθηκε το διάλυµα που διήλθε από τη µεµβράνη και 
προστέθηκαν άλλα 675 µL από το υπερκείµενο σε spin filter. Ακολούθησε 
φυγοκέντρηση στις 10,000 x g για 1 min. Το βήµα αυτό επαναλαµβάνεται µέχρι να 
περάσει όλο το υπερκείµενο από το spin filter. Το DNA προσδένεται στη µεµβράνη 
πυριτίου στο spin filter και σχεδόν όλες οι άλλες ουσίες (αναστολείς) διέρχονται από 
τη µεµβράνη  
 Προστέθηκαν 500 µL από το διάλυµα C5 και τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν για 30 sec 
στις 10,000 x g. Το διάλυµα C5 περιέχει αιθανόλη η οποία αποµακρύνει κατάλοιπα 
άλατος, χουµικών οξέων και άλλων ουσιών  ενώ αφήνει το DNA προσδεµένο στη 
µεµβράνη 
 Απορρίφθηκε το διάλυµα που διήλθε από τη µεµβράνη 
 Φυγοκεντρήθηκαν ξανά για 1 min. Στο βήµα αυτό αποµακρύνονται υπολείµµατα 
αιθανόλης 
 Τοποθετήθηκε το spin filter σε καινούριο σωληνάριo eppendorf 
 Προστέθηκαν 100 µL  από το διάλυµα C6 (διάλυµα έκλουσης, 10 mM Tris pH 8) στο 
κέντρο της άσπρης µεµβράνης 
 Φυγοκεντρήθηκαν στις 10000 x g για 30 sec και απορρίφθηκε το spin filter 
 Τέλος, τα δείγµατα αποθηκεύτηκαν στους - 20 0C 
 Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων DNA σε πηκτή αγαρόζης 0,8 % 
 
2.15. Εξαγωγή DNA από τους κύκλους ανακαλλιέργειας των καλλιεργειών 
          Εξαγωγή DNA πραγµατοποιήθηκε και από τις καλλιέργειες εµπλουτισµού που 
χρησιµοποιήθηκαν για την αποµόνωση των βακτηρίων. Έτσι, DNA εκχυλίστηκε από τις 
καλλιέργειες SEM + Fenamiphos, MSM+N+Fenamiphos στον 2ο, 3ο , 4ο και 5ο κύκλο 
εµπλουτισµού και από τις καλλιέργειες MSM+N+oxamyl στον 2ο, 3ο και 4ο κύκλο 
εµπλουτισµού. ∆εν πραγµατοποιήθηκε εξαγωγή DNA από τις καλλιέργειες SEM+oxamyl 
καθώς µετρήσεις που πραγµατοποιήθηκαν κατά την διάρκεια του εµπλουτισµού έδειξαν 
ότι το oxamyl ήταν ασταθές στο συγκεκριµένο θρεπτικό υπόστρωµα µε αποτέλεσµα να 
µην είναι δυνατή η διάκριση µεταξύ βιοτικής και αβιοτικής διάσπασης και συνεπώς η 
αποµόνωση αποδοµητικών βακτηρίων. Η προκαταρκτική µεταχείριση των δειγµάτων πριν 
την εξαγωγή DNA περιγράφεται παρακάτω: 
 Τα δείγµατα αφού τοποθετήθηκαν σε πάγο φυγοκεντρήθηκαν στους 4 0C για 25 
min στις 14000 στροφές/min 
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 Ακολούθησε δεύτερη φυγοκέντρηση στους 15 0C για 25 min στις 14000 
στροφές/min 
 Στη συνέχεια, το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και το ίζηµα επαναδιαλυτοποιήθηκε 
µε την προσθήκη 600 µL dd H2O 
 Τα 600 µL µεταφέρθηκαν σε αποστειρωµένα eppendorfs και ακολούθησε εξαγωγή 
DNA µε τη χρήση του Nucleospin® Tissue Kit της εταιρείας Macherey – Nagel 
όπως έχει περιγραφεί παραπάνω. (ενότητα 2.7.2.) Μετά την εξαγωγή τους, τα 
δείγµατα DNA ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 0,8 % για επιβεβαίωση της 
επιτυχηµένης εξαγωγής του DNA και ακολούθως διατηρήθηκαν στους -20°C 
 
PCR για α) τα δείγµατα DNA που εκχυλίστηκαν από το έδαφος και β) τα δείγµατα 
DNA που εκχυλίστηκαν από τις καλλιέργειες εµπλουτισµού: Για την ενίσχυση 
τµήµατος του 16S rRNA γονιδίου των βακτηρίων που περιέχονται στο έδαφος αλλά και 
στα διάφορα στάδια εµπλουτισµού ακολουθήθηκε η µέθοδος της PCR εσωτερικής 
ένθεσης. Έτσι µε την αρχική PCR ενισχύθηκε από το ολικό DNA του εδάφους και των 
καλλιεργειών εµπλουτισµού, ένα τµήµα (1000 bp) του 16S rDNA των βακτηρίων µε τους 
εκκινητές 63f και 1087r. Οι συνθήκες των αντιδράσεων είναι ίδιες µε αυτές του πίνακα 2.4 
και τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν φαίνονται στον πίνακα 2.9. 
 
Πίνακας 2.9: Οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων που χρησιµοποιήθηκαν για την PCR 
µε τους εκκινητές 63f-1087r και µήτρα το DNA που εκχυλίστηκε από το έδαφος και τις 
εµπλουτισµένες καλλιέργειες που δηµιουργήθηκαν κατά την αποµόνωση των βακτηρίων 
Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 
Buffer (10x optimized) 5 µL 1x (1,5 mM MgCl2) 
dNTPs (10 mM) 1 µL 200 µΜ από το καθένα 
Forward primer 63f (20 pmol/µL) 0,5 µL 0,2 µM 
Reverse primer 1087r (20 pmol/µL) 0,5 µL 0,2 µM 
Πολυµεράση Extend (1 U/µL) 1 µL 1 U/25µL 
BSA (10 µg/µL) 2 µL 400 ng/mL 
DNA 1 µL 10-50 ng 
ddH2O 39 µL  
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Συνολικός όγκος 50 µL  
 
 
2.16. PCR εσωτερικής ένθεσης 
          Μία τροποποιηµένη µέθοδος PCR είναι η PCR εσωτερικής ένθεσης ή nested PCR 
όπου το προϊόν PCR από αρχική αντίδραση χρησιµοποιείται ως µήτρα σε δεύτερη PCR 
όπου χρησιµοποιείται ένα νέο ζευγάρι εκκινητών, εσωτερικό των αρχικών (Εικόνα 2.1.).  
 
 
Εικόνα 2.1: PCR εσωτερικής ένθεσης 
 
 Έτσι, τα προϊόντα PCR που προέκυψαν από την αρχική PCR µε τους εκκινητές 
63f-1087r χρησιµοποιήθηκαν ως µήτρα σε PCR εσωτερικής ένθεσης  µε τους εκκινητές 
357f + GC και 534r (194 bp). To πρόσθιο εκκινητικό µόριο έχει στο 5 άκρο του µια 
ακολουθία 40 βάσεων εµπλουτισµένη σε G+C που αποτρέπει την πλήρη αποδιάταξη του 
προϊόντος κατά την ηλεκτροφόρηση του σε σύστηµα DGGE. Τα προϊόντα που 
παραλήφθησαν από αυτή την αντίδραση χρησιµοποιήθηκαν για την ανάλυση της 
βακτηριακής κοινότητας σε σύστηµα DGGE. Εκτός των παραπάνω, πραγµατοποιήθηκε 
και PCR εσωτερικής ένθεσης µε τους ίδους εκκινητές στα προϊόντα PCR (8f-1512r) των 
αποµονωθέντων βακτηρίων. Αυτό έγινε ώστε να δηµιουργηθεί κατάλληλος marker για την 
ηλεκτροφόρηση DGGE και να καταστεί δυνατή η αξιολόγηση του οικολογικού ρόλου των 
βακτηρίων που αποµονώθηκαν τόσο στο έδαφος όσο και στις επιµέρους καλλιέργειες 
εµπλουτισµού. Οι συνθήκες των αντιδράσεων είναι ίδιες µε αυτές του πίνακα 2.4 και τα 
υλικά που χρησιµοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον πίνακα 2.10. Τα προϊοντα PCR 
ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1,2 % αυτή τη φορά αφού το τµήµα του DNA προς 
ανίχνευση ήταν µικρούς µεγέθους. 
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Πίνακας 2.10: Αντίδραση PCR εσωτερική ένθεσης στα προϊόντα που προέκυψαν από 
προηγούµενη PCR µε τους εκκινητές 63f-1087r ή 8f-1512r 
Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 
Buffer (1,5 mM MgCl2) 2,5 µL 1x (1,5 mM MgCl2) 
dNTPs (10 mM) 0,5 µL 200 µΜ από το καθένα 
357f + GC (20 pmol/µL) 0,5 µL 0,2 µM 
534r (20 pmol/µL) 0,5 µL 0,2 µM 
Πολυµεράση Finnzymes Extend (1 U/µL) 1 µL 1 U/25µL 
DNA 1 µL 10-50 ng 
ddH2O 19 µL  
Συνολικός όγκος 25 µL  
 
 
2.17. Μέθοδος µοριακής αποτύπωσης της βακτηριακής κοινότητας DGGE 
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) 
          Η µέθοδος µοριακής αποτύπωσης DGGE χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό 
δίκλωνων τµηµάτων DNA που έχουν ίδιο µέγεθος αλλά διαφορετική αλληλουχία βάσεων. 
Γενικότερα, τµήµατα DNA που παρουσιάζουν στην αλληλουχία τους υψηλό ποσοστό GC 
αποδιατάσονται σε υψηλές συγκεντρώσεις αποδιατακτικών ουσιών. Το DGGE µπορεί να 
διαχωρίσει τµήµατα DNA που διαφέρουν ακόµα και σε µία βάση. 
 
Υλικά και ∆ιαλύµατα 
• Πλήρες σύστηµα DGGE (INGENYphorU-2x2) 
• Aντλία ανάµιξης διαλυµάτων αποδιατακτικών ουσιών  
• Γράσο σιλικόνης  
• Ακρυλαµίδη (Acrylamide-Bisacrylamide 40 % solution 37.5:1) 
• Φορµαµίδη (Deinized formamide) 
• Ουρία  
• TEMED (N,N,N’,N’ – tetramethylenediamine) 
• 10 % Ammonium Persulphate Solution (APS, 100mg σε 1 mL ddH2O) 
• 50x TAE 
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Πίνακας 2.11: ∆ιαλύµατα 0% και 100% αποδιατακτικών ουσιών 
 
0 % 100 % 
Ακρυλαµίδη  
Φορµαµίδη 
Ουρία  
50x TAE  
H2O 
20 mL 
- 
- 
2 mL 
στα 100 mL 
20 mL 
40 mL 
42 gr 
2 mL 
στα 100 mL 
 
 
          Για την εφαρµογή της µεθόδου DGGE χρησιµοποιήθηκε σύστηµα INGENYphorU-
2x2 (Εικόνα 2.2). Στην παρούσα εργασία η µέθοδος DGGE χρησιµοποιήθηκε για τον 
διαχωρισµό των προϊόντων που προέκυψαν από PCR εσωτερικής ένθεσης. 
Χρησιµοποιήθηκε πηκτή ακρυλαµίδης 8 % (w/v)  µε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 
που κυµάνθηκε από 45 – 65 %. Παρακάτω παρατίθεται περιληπτικά το πρωτόκολλο που 
χρησιµοποιήθηκε για τη µέθοδο DGGE: 
 
 
 
Εικόνα 2.2: INGENYphorU-2x2 σύστηµα 
 
 
 Αρχικά, τοποθετήθηκε η κασέτα ηλεκτροφόρησης INGENY στον πάγκο του 
εργαστηρίου και τοποθετήθηκε εντός αυτής η µονάδας πίεσης (U-shaped). Η µονάδα 
πίεσης έρχεται σε επαφή µε τη µικρή γυάλινη πλάκα του σάντουιτς ηλεκτροφόρησης 
 Καθαρίστηκαν οι γυάλινες πλάκες µε αιθανόλη και τοποθετήθηκε µία στρώση από 
γράσο σιλικόνης στη δεξιά, αριστερή και κάτω πλευρά του spacer ώστε να 
περιοριστούν οι διαρροές 
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 Τοποθετήθηκε επάνω στο spacer και στη µεγάλη γυάλινη πλάκα η µικρότερη γυάλινη 
πλάκα. Πιέστηκε το σάντουιτς ώστε να δηµιουργηθεί καλή εφαρµογή µεταξύ spacer και 
πλακών 
 Με προσοχή ανασηκώθηκε το σάντουιτς και τοποθετήθηκε µέσα στην κασέτα 
ηλεκτροφόρησης. Τραβήχτηκε το spacer προς τα επάνω µέχρι το σηµείο που µπορεί να 
πάει χωρίς όµως να ανασηκωθούνκαι οι γυάλινες πλάκες 
 Σφίχτηκαν οι κάτω βίδες της κασέτας ηλεκροφόρησης INGENY, τοποθετήθηκαν τα 
χτενάκια και σφίχτηκαν και οι υπόλοιπες βίδες του συστήµατος 
 
Παρασκευή της πηκτής ακρυλαµίδης: Στη συνέχεια, αναµίχτηκαν τα διαλύµατα των 
αποδιατακτικών ουσιών 0 % και 100 % σε κατάλληλες αναλογίες για την προετοιµασία 
διαλυµάτων µε υψηλή και χαµηλή συγκέντρωση αποδιατακτικών ουσιών στο επιθυµητό 
εύρος. (Πίνακας 2.12) 
 
Πίνακας 2.12: Αναλογία όγκων των διαλυµάτων αποδιατακτικών ουσιών 0 και 100 % που 
πρέπει να αναµειχθούν σε κατάλληλες αναλογίες για την δηµιουργία της επιθυµητής 
βαθµίδωσης αποδιατακτικών ουσιών στο DGGE 
Συγκέντρωση 
αποδιατακτικών 
100 % 0 % 
45 % 
65 % 
11,25 mL 
16,25 mL 
13,75 mL 
8,75 mL 
 
 
 Τοποθετήθηκε το διάλυµα µε την υψηλή συγκέντρωση αποδιατακτικών στο αριστερό 
δοχείο του συστήµατος ανάµιξης (Α) και το διάλυµα µε τη χαµηλή συγκέντρωση στο 
δεξί δοχείο (Β) ενώ η βαλβίδα επικοινωνίας µεταξύ των δύο δοχείων ήταν κλειστή 
(Eικόνα 2.2). Τοποθετήθηκαν µαγνητάκια σε κάθε δοχείο 
  Αφού ξεκίνησε η ανάδευση, προστέθηκαν 100 µL APS (10 %) και 10 µL TEMED και 
στα δύο διαλύµατα και µετά άνοιξε η αντλία και η βαλβίδα επικοινωνίας µεταξύ των 
δοχείων. Μόλις προστέθηκαν αυτά τα δύο συστατικά ξεκίνησε ουσιαστικά ο 
πολυµερισµός της ακρυλαµίδης 
 Το διάλυµα άρχισε να φτάνει µέσω του σωλήνα της αντλίας στο εσωτερικό µεταξύ των 
δύο γυάλινων πλακών (Εικόνα 2.3). 
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Εικόνα 2.3: Παρασκευή της πηκτής µε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 
 
 
 Όταν η πηκτή έφτασε λίγο κάτω από τα χτενάκια διακόπηκε η λειτουργία της 
περισταλτικής αντλίας και η πηκτή αφέθηκε να πολυµεριστεί για περίπου 30 min 
 Ακολούθως προστέθηκε το stacker (4 mL/gel από διάλυµα 0 % denaturants, 40 µL APS, 
4 µL TEMED) για την δηµιουργία των κελιών 
 Η πηκτή αφέθηκε για τουλάχιστον µία ώρα ώστε να πολυµεριστεί πλήρως η 
ακρυλαµίδη 
 Κατά τη διάρκεια αυτού του χρονικού διαστήµατος, ρυθµίστηκε η θέρµανση στη 
δεξαµενή του συστήµατος µε το ρυθµιστικό διάλυµα 1xTAE στους 60 oC 
 
Ηλεκτροφόρηση της πηκτής 
 Μόλις ολοκληρώθηκε ο πολυµερισµός της ακρυλαµίδης, τοποθετήθηκε η κασέτα 
INGENY εντός του δοχείου  
 Γεµίστηκε η άνω δεξαµενή του συστήµατος INGENY µε το ρυθµιστό διάλυµα 1Χ ΤΑΕ. 
Αποµακρύνθηκαν προσεκτικά τα χτενάκια και πιέστηκε το spacer προς τα κάτω.  
 Συνδέθηκαν τα ηλεκτρόδια και έκλεισε η βαλβίδα που ελέγχει την κίνηση του ΤΑΕ στο 
άνω τµήµα της δεξαµενής  
 Φορτώθηκαν τα προϊόντα PCR (1 µL DNA µε 5 µL loading buffer). Για τη δηµιουργία 
ladder αναµίχθηκαν 5 µL από το DNA κάθε βακτηρίου που εµφάνισε αποικοδοµητική 
δράση µε dd H2O και ακολούθησε vortex. Στο DGGE φορτώθηκαν 5 µL από το µίγµα 
των βακτηρίων και 5 µL loading buffer. Συνδέθηκε η συσκευή INGENY µε εξωτερική 
πηγή ισχύος και η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε στα 75 V για 16 h. 
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Βαφή της πηκτής µε τη µέθοδο του νιτρικού αργύρου (AgNO3) 
∆ιαλύµατα 
Fixing Solution I:  10 % αιθανόλη 
0,5 % οξικό οξύ 
Staining Solution: 1 g AgNO3 σε 1 L απεσταγµένο νερό 
Το συγκεκριµένο διάλυµα πρέπει να παρασκευάζεται λίγο 
πριν την χρήση του 
Developing Solution:            0,1 g NaBH4 
1L NaOH 1,5 % 
4 mL φορµαλδεΰδη 
 
          Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, ακολούθησε η βαφή της πηκτής µε τα 
παραπάνω διαλύµατα όπως περιγράφεται παρακάτω: 
 Η πηκτή ξεπλύθηκε ελαφρώς µε νερό 
 Τοποθετήθηκε σε πλαστικό δοχείο που περιείχε 500 mL Fixing Solution I 
 Ακολούθησε ανακίνηση σε περιστροφικό αναδευτήρα για 2 h  
 Αποµακρύνθηκε το Fixing Solution I, η πηκτή ξεπλύθηκε µε νερό και προστέθηκαν στο 
ίδιο δοχείο 500 mL Staining Solution 
 Ακολούθησε ανακίνηση σε περιστροφικό αναδευτήρα για 20 min 
 Αποµακρύνθηκε το Staining Solution στη βρύση µε ροή νερού, η πηκτή ξεπλύθηκε µε 
νερό και προστέθηκαν 500 mL Developing Solution  
 Ακολούθησε ανακίνηση σε περιστροφικό αναδευτήρα µέχρι να αρχίσουν να φαίνονται 
οι ζώνες DNA στην πηκτή  
 Όταν ολοκληρώθηκε η εµφάνιση των µπαντών του DNA, αποµακρύνθηκε το 
Developing Solution στη βρύση µε ροή νερού και η πηκτή ξεπλύθηκε µε νερό 
 Τέλος, ακολούθησε η φωτογράφηση της πηκτής  
 
2.18. ∆ηµιουργία βιβλιοθηκών κλώνων 
          Σε συνέχεια της πειραµατικής διαδικασίας, δηµιουργήθηκαν βιβλιοθήκες κλώνων 
από τον 2ο και 5ο κύκλο εµπλουτισµού των καλλιεργειών του SEM και MSMN+ 
fenamiphos καθώς και από τον 2ο και 4ο κύκλο εµπλουτισµού MSMN+oxamyl. Λόγω της 
σχετικά µακροχρόνιας αποθήκευσης των προϊόντων PCR στους -20 0C  πραγµατοποιήθηκε 
προσθήκη πολυ-Α ουράς ώστε να βελτιστοποίησουµε τη διαδικασία ένθεσης στον 
πλασµιδιακό φορέα. Η προσθήκη πολυ-Α ουράς πραγµατοποιήθηκε µε τον εξής τρόπο: 
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 Σε 20 µL από το προϊόν PCR προστέθηκαν 1 µL dATP (100 µΜ) και 0,24 µL Kapa 
TaqPolymerase 
 Τα δείγµατα επωάστηκαν στους 72 0C για 15 min 
 
          Στην πορεία, ακολούθησε PCR Cleanup µε το kit της εταιρείας Macherey – Nagel 
σύµφωνα µε το πρωτόκολλο των κατασκευαστών και ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων σε 
πηκτή αγαρόζης 1,2 %. Ακολούθησε ένθεση των προϊόντων σε πλασµιδιακό φορέα pGEM 
όπως έχει ήδη περιγραφεί παραπάνω και µετασχηµατισµός σε δεκτικά κύτταρα E. coli. Tα 
δείγµατα επιστρώθηκαν σε τριβλία LB + Ampicillin και επωάστηκαν στους 25 0C, µέχρι 
να παρατηρηθεί ανάπτυξη αποικιών. Ακολούθησε επιλογή λευκών αποικιών και εφαρµογή 
colony-PCR ώστε να διαπιστωθεί η παρουσία του σωστού ενθέµατος και παράληλλα η 
παραλαβή προϊόντων PCR καταλλήλων για αξιολόγηση τους σε σύστηµα DGGE. Τα υλικά 
που χρησιµοποιήθηκαν για την colony-PCR καθώς και οι θερµοκυκλοποιητικές συνθήκες 
παρουσιάζονται στους Πίνακες 2.12 και 2.13 αντίστοιχα. 
 
Πίνακας 2.12: Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν για την πραγµατοποίηση της 
colony-PCR στα δείγµατα DNA από τις καλλιέργειες εµπλουτισµού 
Buffer για Colony PCR (10x) 1,5 µL 1x 
dNTPs (10 mM) 0,3 µL 
200 µΜ από το 
καθένα 
357f + GC (20 pmol/µL) 0,3 µL 0,2 µM 
534r (20 pmol/µL) 0,3 µL 0,2 µM 
Πολυµεράση Kapa Taq (1 U/µL) 0,06 µL 1 U/25 µL 
MgCl2 (25 mM) 0,9 µL 1,5 mM 
DNA Αποικία 10-50 ng 
dd H2O 11,64 µL  
Συνολικός Όγκος 15 µL  
 
 
 
Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 
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Πίνακας 2.13: Θερµοκυκλοποιητικές συνθήκες colony-PCR 
Αρχική αποδιάταξη 95 0C 5 min  
Αποδιάταξη  
Υβριδοποίηση 
Επιµήκυνση 
95 0C 
55 0C 
72 0C 
30 sec 
30 sec 
30 sec 
30 κύκλοι 
Τελική επιµήκυνση 72 0C 5 min  
 
 
          Παράλληλα µε την colony-PCR, οι επιλεγµένες αποικίες µεταφέρθηκαν σε microtitre 
plate που περιείχε θρεπτικό µέσο LB + Αmpicillin. To plate επωάστηκε στους 37 0C για 16 
h και ακολούθως αποθηκεύτηκε στους 4 0C. 
          Τα προϊόντα της colony-PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 1,2 % για την 
επιβεβαίωση της επιτυχούς ένθεσης. Ακολούθησε, ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της 
colony-PCR σε σύστηµα DGGE, (0,8 µL DNA από κάθε κλώνο + 5 µL loading buffer) σε 
αντιπαραβολή µε το αποτύπωµα των περιβαλλοντικών δειγµάτων από τα οποία λήφθησαν 
οι κλώνοι ώστε να διαπιστωθεί σε ποιά ζώνη αντιστοιχεί ο κάθε κλώνος. Ακολούθησε 
βαφή της πηκτής και σύγκριση της κινητικότητας των κλώνων µε το µοριακό αποτύπωµα 
του δείγµατος από το οποίο προήλθαν. Κλώνοι που παρουσίασαν πανοµοιότυπη 
κινητικότητα µε ζώνες στο µοριακό αποτύπωµα του εδάφους ή των εµπλουτισµένων 
καλλιεργειών από τις οποίες προήλθαν, επιλέχθησαν για να αποσταλούν για αλληλούχιση. 
Συνήθως τρεις κλώνοι ανά ζώνη απεστάλλησαν προς αλληλούχιση.   
          Οι κλώνοι που απεστάλλησαν για αλληλούχιση ανακαλλιεργήθηκαν και έγινε 
αποµόνωση πλασµιδιακού DNA όπως περιγράφηκε παραπάνω. Οι αλληλουχίες των 
επιλεγµένων κλώνων κατατέθηκαν στο Ευρωπαϊκό Εργαστήριο Μοριακής Βιολογίας 
(EMBL) µε τους κωδικούς πρόσβασης FN868333 – FN868374 (fenamiphos) και 
FN811271-FN811277 (oxamyl). 
 
2.19. Μεταβολισµός των fenamiphos και oxamyl σε υγρές καλλιέργειες και 
παρακολούθηση της βακτηριακής ανάπτυξης 
          Στόχος του συγκεκριµένου πειράµατος ήταν να διαπιστωθεί αν τα βακτήρια που 
αποµονώθηκαν χρησιµοποιούσαν τα δύο νηµατωδοκτόνα ως πηγή ενέργειας για την 
ανάπτυξή τους. Αρχικά, πραγµατοποιήθηκε ανακαλλιέργεια στις παλιές καλλιέργειες των 
βακτηρίων µε τη µεταφορά 0,5 mL σε νέα θρεπτικά µέσα SEM  ή MSMN + Fenamiphos 
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(10 mg/L) και MSM+N + Oxamyl (10 mg/L). Οι νέες καλλιέργειες τοποθετήθηκαν σε 
αναδευτήρα στους 25 0C και στις 150 στροφές/min και η αποδοµητική τους ικανότητα 
επιβεβαιώθηκε µε λήψη δειγµάτων στις 2 και 4 ηµέρες και ανάλυση σε σύστηµα HPLC. 
Απο αυτή την προκαταρκτική αξιολόγηση παρατηρήθηκε ότι τα βακτήρια παρουσιάζουν 
το µέγιστο αποδοµητικό ρυθµό στις 72 ώρες µετά τον εµβολιασµό των καλλιεργειών.  
          Ακολούθησε εκ νέου ανακαλλιέργεια των παραπάνω βακτηριακών καλλιεργειών και 
σε χρόνο 72 ώρες παραλήφθησαν 0,1 mL και εµβολιάστηκαν σε νέες καλλιέργειες SEM+, 
MSMN+fenamiphos (10 mg/L), MSMN+oxamyl (10 mg/L). Υπήρχαν τρεις επαναλήψεις 
για κάθε βακτήριο και µέσο ανάπτυξης. Παράλληλα, προετοιµάστηκαν και τρεις 
επαναλήψεις από κάθε µέσο ανάπτυξης και γεωργικό φάρµακο που δέχτηκαν 0,1 mL από 
το αντίστοιχο θρεπτικό µέσο χωρίς βακτηριακά κύτταρα και χρησιµοποιήθηκαν ως 
αβιοτικοί µάρτυρες. Οι καλλιέργειες τοποθετήθηκαν σε αναδευόµενο επωαστικό θάλαµο 
στους 25 0C στις 150 στροφές/min. H διάσπαση των fenamiphos, oxamyl και ο 
σχηµατισµός των αντίστοιχων προϊόντων υδρόλυσής τους (fenamiphos phenol και oxamyl 
oxime αντίστοιχα) προσδιορίστηκε µε την αποµάκρυνση δειγµάτων (0,5 mL) από τις υγρές 
καλλιέργειες των βακτηρίων στις 4, 8, 12, 24, 32, 48, 72, 96 και 192 h µετά τον 
εµβολιασµό και προσδιορισµό των υπολειµµάτων σε σύστηµα HPLC όπως έχει ήδη 
περιγραφεί. 
Παράλληλα, παρακολουθήθηκε η µεταβολή του βακτηριακού πληθυσµού σε κάθε 
καλλιέργεια στους ίδους χρόνους µε παραπάνω. Έτσι 0,1 mL από κάθε καλλιέργεια 
µεταφέρθηκαν σε αποστειρωµένα eppendorfs και αναµίχθηκαν µε 900 µL αποστειρωµένο 
νερό. Ακολούθησαν διαδοχικές αραιώσεις που οδήγησαν στην δηµιουργία διαλυµάτων  10-
1
 -10-7. Τρεις επαναλήψεις των 200 µL από τις αραιώσεις των 10-4 - 10-7 επιστρώθηκαν σε 
τριβλία NAB που επωάστηκαν στους 25 0C. Ακολούθησε καταµέτρηση των αποικιών τους 
και υπολογίστηκε ο βακτηριακός πληθυσµός σε colony forming unit/mL καλλιέργειας. Με 
τον ίδιο τρόπο υπολογίστηκε κάθε φορά ο βακτηριακός πληθυσµός που εµβολίαστηκε 
στην αρχή της καλλιέργειας.  
 
2.20. Μεταβολισµός των FSO, FSO2 και FEN-OH 
          Από διαλύµατα FSO, FSO2 και FEN-OH σε µεθανόλη (1000 mg/L) µεταφέρθηκαν 
0,5 mL σε αποστειρωµένα µπουκάλια υπό ασηπτικές συνθήκες και αφέθηκαν να 
εξατµιστούν εντός τους θαλάµου νηµατικής ροής. Με την ολοκλήρωση της εξάτµισης, τα 
υπολείµµατα επαναδιαλυτοποιήθηκαν σε 50 mL θρεπτικών µέσων SEM και MSM+N 
ανάλογα µε το γεωργικό φάρµακο. Τα υγρά θρεπτικά υποστρώµατα µε τα γεωργικά 
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φάρµακα που προέκυψαν (10 mg/L) αφού αναδεύτηκαν, τοποθετήθηκαν για 30 min σε 
λουτρό υπερήχων (Ultrasonic bath, Elmasonic S30, ELMA) ώστε να επιτευχθεί όσο το 
δυνατό καλύτερη διαλυτοποίηση των ουσιών. Στη συνέχεια, 10 mL από κάθε θρεπτικό 
µέσο τοποθετήθηκαν σε πέντε αποστειρωµένα µπουκάλια (25 mL) µιας χρήσης ώστε να 
υπάρξουν τρεις επαναλήψεις για κάθε βακτήριο και δύο µάρτυρες χωρίς βακτήρια. 
Ακολούθησε εµβολιασµός των καλλιεργειών µε τα βακτήρια όπως παραπάνω και 
ακολούθησε συνεχής λήψη δειγµάτων (0,5 mL) στις 0, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 168 και 240 h 
για τον έλεγχο της αποδόµησης των FSO, FSO2 και FEN-OH και προσδιορισµό των 
συγκεντρώσεων των αντίστοιχων προϊόντων µεταβολισµού τους εάν υπήρχαν. Επίστρωση 
τριβλίων ΝΑΒ για τον έλεγχο του βακτηριακού πληθυσµού που εµβολιάστηκε 
πραγµατοποιήθηκε µόνο για τον χρόνο 0.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΤΡΙΤΟ 
 
3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 
3.1. Αποδόµηση των fenamiphos και oxamyl στο έδαφος 
          Τα δύο νηµατωδοκτόνα αποδοµήθηκαν ταχύτατα στα δείγµατα εδάφους που 
συλλέχθηκαν από αγρό µπανανοκαλλιέργειας µε ιστορικό χρήσης των δύο γεωργικών 
φαρµάκων κατά τα τελευταία έξη έτη.  Έτσι, τέσσερεις ηµέρες µετά την εφαρµογή των 
γεωργικών φαρµάκων (10 µg/g) είχε ολοκληρωθεί η διάσπαση των fenamiphos 
(∆ιαγράµµατα 3.1) και oxamyl (∆ιάγραµµα 3.2). Η διάσπαση του fenamiphos συνοδεύτηκε 
από παραγωγή χαµηλών συγκεντρώσεων του FSO µε µέγιστη συγκέντρωση < 1 µg/g µία 
ηµέρα µετά την εφαρµογή του fenamiphos (∆ιάγραµµα 3.1). Ακολούθως το FSO 
αποδοµήθηκε πλήρως εντός 3 ηµερών. Ανίχνευση του µεταβολίτη FSO2 δεν 
παρατηρήθηκε. 
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∆ιάγραµµα 3.1: Η αποδόµηση του fenamiphos σε δείγµα εδάφους που είχε ιστορικό 
επαναλαµβανόµενων εφαρµογών και σχηµατισµός του οξειδωµένου µεταβολίτη FSO.  
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∆ιάγραµµα 3.2: Η αποδόµηση του oxamyl σε δείγµα εδάφους που είχε ιστορικό 
επαναλαµβανόµενων εφαρµογών.  
 
3.2. Αποδόµηση των fenamiphos και oxamyl στις καλλιέργειες εµπλουτισµού            
          Μετά την ολοκλήρωση του πειράµατος αποδόµησης των νηµατωδοκτόνων στο 
έδαφος, ξεκίνησε η διαδικασία εµπλουτισµού, για την αποµόνωση των αποδοµητικών 
βακτηρίων. Έτσι λοιπόν, µελετήθηκε η αποδόµηση των νηµατωδοκτόνων στα θρεπτικά 
µέσα SEM και MSM+N (10 mg/L) σε όλους τους κύκλους εµπλουτισµού. Η αποδόµηση 
των fenamiphos και oxamyl στα δύο υγρά θρεπτικά µέσα µετά τον εµβολιασµό τους µε 
έδαφος ήταν ταχεία και όταν η αποδόµηση έφτασε στο 80 % περίπου, οι καλλιέργειες 
περνούσαν στον επόµενο κύκλο εµπλουτισµού (∆ιαγράµµατα 3.3, 3.4, 3.5, και 3.6).  
          Η αποδόµηση του fenamiphos και στα δύο θρεπτικά µέσα ήταν ελαφρώς ταχύτερη 
από αυτή του oxamyl. Έτσι η αποδόµηση του fenamiphos ολοκληρώθηκε εντός 48 h στον 
πρώτο κύκλο εµπλουτισµού (∆ιαγράµµατα 3.3 & 3.4) ενώ αντίθετα στο ίδιο χρόνο είχε 
αποδοµηθεί το 80 % του oxamyl (∆ιαγράµµατα 3.5 & 3.6). Ο δεύτερος κύκλος 
εµπλουτισµού εµφάνισε πιο αργο ρυθµό αποδόµησης εκτός από την καλλιέργεια SEM + 
fenamiphos όπου η αποδόµηση του fenamiphos ολοκληρώθηκε και πάλι εντός 48 h. Στον 
τρίτο κύκλο εµπλουτισµού τον πιο ταχύ ρυθµό αποδόµησης εµφάνισε η καλλιέργεια του 
MSM+N + fenamiphos όπου και πάλι  η αποδόµηση του νηµατωδοκτόνου είχε 
ολοκληρωθεί σε 48 h. Αντίθετα, στις υπόλοιπες καλλιέργειες το 80 % της αρχικής 
ποσότητας fenamiphos αποδόµηθηκε σε 72 h. Τους ίδιους ακριβώς ρυθµούς αποδόµησης 
εµφάνισε και ο τέταρτος κύκλος εµπλουτισµού. Στον πέµπτο κύκλο εµπλουτισµού η 
αποδόµηση του fenamiphos και στα δύο θρεπτικά µέσα ήταν σχεδόν πλήρης στις 72 h, ενώ 
την ίδια χρονική στιγµή η καλλιέργεια SEM + Oxamyl εµφάνισε αποδόµηση της τάξης του 
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50 %. Η καλλιέργεια MSM+N + Oxamyl παρέµεινε στον 4ο κύκλο εµπλουτισµού µιας και 
παρουσίαζε το βραδύτερο ρυθµό αποδόµησης σε σχέση µε τις υπόλοιπες. Σηµαντική 
αποδόµηση παρατηρήθηκε και στις µη εµβολιασµένες καλλιέργειες (µάρτυρες) SEM + 
Oxamyl. Αυτό πιθανώς οφείλεται στο γεγονός ότι το νηµατωδοκτόνο oxamyl είναι 
ασταθές στο θρεπτικό µέσο SEM. 
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∆ιάγραµµα 3.3: Η αποδόµηση του fenamiphos στους πέντε κύκλους εµπλουτισµού στο 
θρεπτικό µέσο SEM καθώς και σε µη εµπλουτισµένο θρεπτικό µέσο SEM (Μάρτυρας) . 
Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
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∆ιάγραµµα 3.4: Η αποδόµηση του fenamiphos στους πέντε κύκλους εµπλουτισµού σε 
θρεπτικό µέσο MSM+N καθώς και σε µη εµπλουτισµένο θρεπτικό µέσο MSM+N 
(Μάρτυρας). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών  επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
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∆ιάγραµµα 3.5: Η αποδόµηση του oxamyl στους πέντε κύκλους εµπλουτισµού στο 
θρεπτικό µέσο SEM καθώς και σε µη εµπλουτισµένο θρεπτικό µέσο SEM (Μάρτυρας). 
Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση.  
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∆ιάγραµµα 3.6: Η αποδόµηση του oxamyl στους τέσσερεις κύκλους εµπλουτισµού στο 
θρεπτικό µέσο MSM+N καθώς και σε µη εµπλουτισµένο θρεπτικό µέσο MSM+N 
(Μάρτυρας). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
 
3.3. Αποµόνωση βακτηρίων που αποδοµούν τα fenamiphos και oxamyl 
          Από τις 100 αποικίες που επιλέχθηκαν συνολικά από τα τριβλία SEM + 
Fenamiphos/Oxamyl και MSM+N + Fenamiphos/Oxamyl µόνο επτά παρουσίασαν υψηλή 
αποδοµητική ικανότητα για τα γεωργικά φάρµακα και τα αποδόµησαν πλήρως εντός 17 
ηµερών. Πιο συγκεκριµένα, το ένα βακτηριακό στέλεχος προερχόταν από την καλλιέργεια 
SEM + Fenamiphos (στέλεχος 1), το άλλο βακτηριακό στέλεχος προερχόταν από την 
καλλιέργεια MSM+N + Fenamiphos (στέλεχος 21) και τα άλλα πέντε βακτηριακά στελέχη  
προέρχονταν από την καλλιέργεια MSM+N + Oxamyl (στελέχη 3, 17, 18, 20 και 25) 
(Πίνακας 3.1). Στις υπόλοιπες καλλιέργειες αλλά και στους µη εµβολιασµένους µάρτυρες 
δεν παρατηρήθηκε αποδόµηση των δύο γεωργικών φαρµάκων εντός των 17 ηµερών. 
Εξαίρεση αποτέλεσαν όλες οι καλλιέργειες SEM + Oxamyl (εµβολιασµένες και µάρτυρες) 
που εµφάνισαν πλήρη αποδόµηση. Για το λόγο αυτό, δεν έγινε επιλογή αποκικών από το 
υπόστρωµα SEM + oxamyl. 
 
Πίνακας 3.1: Αποδόµηση των fenamiphos και oxamyl από τα αποµονωθέντα βακτήρια σε 
SEM +/ή MSM+N + Fenamiphos και MSM+N + Oxamyl  * ∆.Α. = ∆εν Ανιχνεύθηκε 
Χρόνος 
(ηµέρες) 
SEM MSM+N MSM+N 
 
 
Συγκέντρωση oxamyl 
(mg/L) 
Συγκέντρωση 
fenamiphos (mg/L) 
Στέλεχος 
1 
Στέλεχος 
21 
Στέλεχος 
3 
Στέλεχος 
17 
Στέλεχος 
18 
Στέλεχος 
20 
Στέλεχος 
25 
0 7,05 9,28 9,94 9,94 9,94 9,94 9,94 
7 2,22 8,33 5,50 7,53 5,14 7,73 0,83 
17 ∆.Α.* ∆.Α. * ∆.Α. * 0,57 0,58 0,33 ∆.Α. * 
 
 
          Από την ανάπτυξη των επτά στελεχών σε θρεπτικό µέσο NAB, παρατηρήθηκε ότι το 
στέλεχος 3 δεν ήταν αµιγές αλλά µίγµα δύο µορφολογικά διαφορετικών αποικιών. Τα 
υπόλοιπα στελέχη ήταν αµιγή και η µορφολογική τους περιγραφή παρουσιάζεται στον 
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Πίνακα 3.2. Οι διακριτές αποικίες από κάθε στέλεχος διαχωρίστηκαν και η αποδοµητική 
τους δραστηριότητα µελετήθηκε σε νέες υγρές καλλιέργειες των θρεπτικών µέσων SEM 
και MSM+N. Όλες τα βακτηριακά στελέχη κατάφεραν να αποδοµήσουν πλήρως τα δύο 
νηµατωδοκτόνα σε διάστηµα επτά ηµερών. 
 
Πίνακας 3.2: Μορφολογία των βακτηρίων που αποµονώθηκαν και αποδοµούν τα 
fenamiphos και oxamyl 
Αποµονώσεις Μορφολογία σε NAB  
Στέλεχος 1 
Στέλεχος 21 
Στέλεχος 3α 
Στέλεχος 3β 
Στέλεχος 17 
Στέλεχος 18 
Στέλεχος 20 
Στέλεχος 25 
κρεµώδης, θαµπή, στρογγυλή, µεγάλη 
κρεµώδης, θαµπή, στρογγυλή, µέτριο µέγεθος 
διαφανής, µικρή 
θαµπή, θολή 
κρεµώδης, θαµπή, θολή, στρογγυλή, µεγάλη 
θαµπή, οδοντωτή στις άκρες, απροσδιόριστο σχήµα 
θαµπή, οδοντωτή στις άκρες, απροσδιόριστο σχήµα 
κρεµώδης, θαµπή, θολή, στρογγυλή 
 
 
3.4. Ταυτοποίηση των βακτηρίων που αποδοµούν τα fenamiphos και oxamyl 
          Ακολούθησε εξαγωγή DNA από τις αµιγείς καλλιέργειες των βακτηρίων, PCR 
ενίσχυση του γονιδίου 16S rDNA (1500 bp), καθαρισµός των PCR προϊόντων, ένθεση σε 
πλασµιδιακό φορέα, µετασχηµατισµός σε δεκτικά βακτήρια E. coli και αποµόνωση του 
πλασµιδιακού DNA. Η παραπάνω διαδικασία πραγµατοποιήθηκε επίσης και για τη µικτή 
καλλιέργεια που εµφάνισε αποδοµητική δράση του oxamyl (στέλεχος 3) αφού 
διαχωρίστηκαν πρώτα οι δύο διαφορετικές αποικίες, χωρίς προηγουµένως να αξιολογηθεί 
η αποδοµητική ικανότητα των επιµέρους στελεχών (Εικόνα 3.1). 
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L 1-1 1-2 1-3 2-1 2-2 2-3
3-1 3-2 3-3 4-1 4-2 4-3
5-1 5-2 5-3 6-1 6-2 6-3 7-1 7-2 7-3 8-1 8-2 8-3
 
Εικόνα 3.1: Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 0,8 % δειγµάτων 
πλασµιδιακού DNA από τρεις επαναλήψεις των αποµονώσεων. Στέλεχος 3α (1-1,1-2,1-3), 
3β (2-1,2-2,2-3), 17 (3-1,3-2,3-3), 18 (4-1,4-2,4-3), 20 (5-1,5-2,5-3), 25 (6-1,6-2,6-3), 1 (7-
1,7-2,7-3) και 21 (8-1,8-2,8-3). Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 5 µL DNA. Τα παραπάνω 
δείγµατα στάλθηκαν για αλληλούχιση. 
 
          Ανάλυση της αλληλουχίας ολόκληρου του γονιδίου 16S rRNA των δύο βακτηρίων 
που αποδοµούσαν το fenamiphos και οµοπαράθεσή τους στη βάση δεδοµένων EMBL  
έδειξε ότι το στέλεχος 1 ανήκε στο γένος Pseudomonas και παρουσίασε υψηλή οµολογία 
(99,5 %) µε το στέλεχος  P. putida F1 (Accesion No. CP000712), ενώ το στέλεχος 21 
ανήκε στο γένος Acinetobacter και παρουσίασε υψηλότερη οµολογία (99,7 %) µε το 
στέλεχος A. rhizosphaerae BIHB723 (Accesion No. DQ536511). 
          Από την άλλη µεριά, ανάλυση της αλληλουχίας του γονιδίου 16S rRNA των 
τεσσάρων βακτηρίων (σε αµιγή καλλιέργεια) που αποδοµούσαν το oxamyl και 
οµοπαράθεσή τους µε αλληλουχίες της βάσης δεδοµένων EMBL, έδειξε ότι τα 
αποµονωθέντα βακτήρια παρουσίασαν υψηλή οµολογία (>99 %) µε το 16S rRNA γονίδιο 
διαφορετικών στελεχών του γένους Pseudomonas. Επιπρόσθετα οµοπαράθεση των 
αλληλουχιών του 16S rRNA γονιδίου των τεσσάρων βακτηριακών στελεχών µέσω του 
ClustalW, έδειξε ότι τα στελέχη 18 και 25 που και τα δύο παρουσίασαν υψηλότερη 
οµολογία µε στελέχη του είδους P. putida, παρουσίαζαν διαφορές µόνο σε 3 bp στο 
500 bp 
1000 bp 
1500 bp 
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σύνολο της αλληλουχίας του γονιδίου 16S rRNA. Αντιθέτως, το στέλεχος 17 δεν 
παρουσίασε εκτεταµένη οµολογία µε τα στελέχη 18 και 25. Οµοίως, το στέλεχος 20 έδειξε 
υψηλότερη οµολογία µε την αλληλουχία του 16S rRNA γονιδίου ενός στελέχους του 
είδους P. jinjuensis και διέφερε εµφανώς στην αλληλουχία του γονιδίου 16S rRNA από τα 
υπόλοιπα στελέχη. Τέλος, τα στελέχη που αποτελούσαν την µικτή καλλιέργεια 3, 3α και 
3β, παρουσίασαν υψηλή οµολογία µε βακτηριακά στελέχη των γένων Pseudomonas sp. και 
Arthrobacter sp. αντίστοιχα (Πίνακας 3.3). 
 
Πίνακας 3.3: Ταυτοποίηση των αποµονωθέντων βακτηρίων που εµφάνισαν αποδοµητική 
δράση για τα γεωργικά φάρµακα fenamiphos και oxamyl 
Αποδοµητικά βακτήρια 
Fenamiphos 
Υψηλότερη οµολογία αλληλουχίας (%) Accession 
Nο. 
Στέλεχος 1 (SEM) Pseudomonas putida σειρά F1 (99,4) CP000712 
Στέλεχος 21 (MSM+N) Acinetobacter rhizosphaerae BIHB723 (99,7)  DQ536511 
Αποδοµοµητικά βακτήρια Oxamyl 
Στέλεχος  3α Pseudomonas sp. σειρά S-JS-8 (99,6) FJ529034 
Στέλεχος 3β Arthrobacter sp. σειρά AD26 (98,7) EF623831 
Στέλεχος 17 Pseudomonas sp. σειρά BFXJ-8 (99,4) EU013945 
Στέλεχος 18 Pseudomonas putida σειρά GB-1 (99,6) CP000926 
Στέλεχος 20 Pseudomonas jinjuensis σειρά Pss26 (99,7) AF468448 
Στέλεχος 25 Pseudomonas putida σειρά Ostw3 (99,6) EU439422 
 
 
3.5. PCR µε το DNA των εδαφών και των εµπλουτισµένων καλλιεργειών 
          PCR ενίσχυση του 16S rDNA γονιδίου των βακτηρίων που εκχυλίστηκαν από τα 
δείγµατα εδάφους καθώς και από τους κύκλους των εµπλουτισµένων καλλιεργειών 
πραγµατοποιήθηκε µε τους εκκινητές 63f και 1087r και οδήγησαν στην ενίσχυση ενός 
τµήµατος DNA µεγέθους 1000 bp (Εικόνα 3.2).  
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Εικόνα 3.2: Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1 % PCR προϊόντων 
που προήλθαν από την ενίσχυση του 16S rRNA γονίδιο της βακτηριακής κοινότητας των 
κύκλων ανακαλλιέργειας των εµπλουτισµένων καλλιεργειών MSM+N + Fenamiphos και 
MSM+N + Oxamyl µε τους εκκινητές 63f-1087r. L: λ 1000 bp DNA Ladder, Γραµµές 1-2: 
δείγµατα καλλιέργειας fenamiphos (2ος κύκλος), 3-4: δείγµατα καλλιέργειας fenamiphos 
(3ος κύκλος), 5-6: δείγµατα καλλιέργειας fenamiphos (4ος κύκλος), 7-8 δείγµατα 
καλλιέργειας fenamiphos (5ος κύκλος), 9-11: δείγµατα καλλιέργειας oxamyl (2ος κύκλος), 
12-14: δείγµατα καλλιέργειας oxamyl (3ος κύκλος), 15-17: δείγµατα καλλιέργειας oxamyl 
(4ος κύκλος). Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 5 µL προϊόντος PCR. 
 
 Ακολούθως, πραγµατοποιήθηκε αντίδραση PCR εσωτερικής ένθεσης σε όλα τα 
δείγµατα DNA για την ενίσχυση της V3 µεταβλητής περιοχής του 16S rDNA των 
βακτηρίων. Τα προϊόντα αυτής της αντίδρασης χρησιµοποιήθηκαν για την ανάλυση 
DGGE. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι Muyzer F (357f-GC) και Muyzer R 
(534r) οι οποίοι είναι εσωτερικοί των 63f-1087r και το προϊόν της αντίδρασης είναι 
περίπου 194 bp (Εικόνες 3.3, 3.4).  
 
 
     L       1        2       3        4        5       6        7        8  
     L       9        10      11      12      13      14     15      16     17         
L 
500 bp 
1000 bp 
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Εικόνα 3.3: Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1,2 % PCR 
προϊόντων που προήλθαν από την ενίσχυση της V3 περιοχής του 16S rRNA γονιδίου της 
βακτηριακής κοινότητας του εδάφους και των κύκλων ανακαλλιέργειας των 
εµπλουτισµένων καλλιεργειών SEM + και MSM+N + Fenamiphos. L: λ 1000 bp DNA 
Ladder, Γραµµές 1-3: δείγµατα εδάφους ενισχυµένου µε fenamiphos, 4-6: δείγµατα 
εδάφους ενισχυµένου µε oxamyl, 7-9: δείγµατα καλλιέργειας  SEM + Fenamiphos (2ος), 
10-12: δείγµατα καλλιέργειας  SEM + Fenamiphos (3ος), 13-15: δείγµατα καλλιέργειας 
SEM + Fenamiphos (4ος), 16-18: δείγµατα καλλιέργειας  SEM + Fenamiphos (5ος), 19-21: 
δείγµατα καλλιέργειας MSMN + Fenamiphos (2ος), 22-24: δείγµατα καλλιέργειας MSMN 
+ Fenamiphos (3ος), 25-27 δείγµατα καλλιέργειας MSMN + Fenamiphos (4ος), 28-30: 
δείγµατα καλλιέργειας MSMN + Fenamiphos (5ος). Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 5 µL 
προϊόντος PCR. 
 
 
 
Εικόνα 3.4: Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1,2 % PCR 
προϊόντων που προήλθαν από την ενίσχυση της V3 περιοχής του 16S rRNA γονιδίου των 
αρχικά αποµονωθέντων βακτηρίων µε την αποδοµητική ικανότητα. L: λ 1000 bp DNA 
Ladder, Γραµµές 1: Στέλεχος 3α (Pseudomonas sp.), 2: Στέλεχος 3β (Arthrobacter sp.), 3: 
Στέλεχος 17 (Pseudomonas sp.), 4: Στέλεχος 18 (Pseudomonas putida), 5: Στέλεχος 20 
 1  2     3    4    5    6   7     8    9  10  11  12  13  14  15  16  17  18 19    
L 
  20  21  22  23  24  25  26  27  28  29  30   
500 bp 
200 bp 
    L         1           2          3           4           5          6          7           8  
500 bp 
200 bp 
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(Pseudomonas jinjuensis), 6: Στέλεχος 25 (Pseudomonas putida), 7: Στέλεχος 1 
(Pseudomonas putida), 8: Στέλεχος 21 (Acinetobacter rhizosphaerae). Σε κάθε γραµµή 
φορτώθηκαν 5 µL προϊόντος PCR. 
 
3.6. Μοριακή αποτύπωση DGGE της βακτηριακής κοινότητας των εδαφών και των 
εµπλουτισµένων καλλιεργειών που αποδοµούν το fenamiphos           
          Μοριακή αποτύπωση DGGE της βακτηριακής κοινότητας έδειξε σηµαντικές 
µεταβολές στη δοµή της κατά τη διάρκεια της διαδικασίας εµπλουτισµού. Αρκετές ζώνες 
που ήταν εµφανείς και στο αποτύπωµα της βακτηριακής κοινότητας του εδάφους ή στους 
πρώτους κύκλους εµπλουτισµού, έγιναν λιγότερο κυρίαρχες ή εξαφανίστηκαν πλήρως 
κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού και αυτό ήταν εµφανές και στα δύο θρεπτικά µέσα 
(Εικόνα 3.5). Πράγµατι, οι ζώνες Α4, Α6, Α7, Α8, Α10, Α11, Α13 και A16 οι οποίες ήταν 
κυρίαρχες στο αποτύπωµα του 2ου κύκλου εµπλουτισµού στο SEM έγιναν λιγότερο έντονες 
και εντέλει εξαφανίστηκαν από το αποτύπωµα στον τελευταίο κύκλο εµπλουτισµού, ο 
οποίος χρησιµοποιήθηκε και για την απόµονωση των βακτηρίων. Ανάµεσα σε αυτές, οι 
ζώνες Α8, Α13 και A16 ήταν επίσης παρούσες στο αποτύπωµα της εδαφικής βακτηριακής 
κοινότητας. Σύµφωνα µε τις βιβλιοθήκες κλώνων που δηµιουργήθηκαν, οι κλώνοι που 
είχαν ταυτόσηµη DGGE κινητικότητα µε τις προηγουµένως αναφερθείσες ζώνες έδειξαν 
υψηλή οµολογία στην αλληλουχία τους µε διαφορετικά είδη του γένους Pseudomonas (Α4, 
Α6, Α7, Α13), a-πρωτεοβακτήρια (A8, A16), b-πρωτεοβακτήρια (A10) και Bacteroidetes 
(A11) (Πίνακας 3.4). Οι ζώνες C1-C8 και C13 που ήταν κυρίαρχες στο αποτύπωµα της 
βακτηριακής κοινότητας στον 2ο κύκλο εµπλουτισµού στο θρεπτικό µέσο MSM+N 
εξαφανίστηκαν κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού (Εικόνα 3.6). Ανάµεσα σε αυτές, οι 
ζώνες C3, C6, C7 και C8 ήταν επίσης ορατές στο αποτύπωµα της βακτηριακής κοινότητας 
του εδάφους. Οι κλώνοι που σχετίζονται µε τις προαναφερθείσες ζώνες έδειξαν υψηλότερη 
οµολογία µε στελέχη του γένους Pseudomonas (C1, C2, C3 και C5), a-πρωτεοβακτήρια 
(C6, C7) και b-πρωτεοβακτήρια της τάξης Burkholderiales (C4, C8 και C13) (Πίνακας 
3.4). 
          Από την άλλη πλευρά, οι ζώνες B1 και B8 στο SEM και C14, D1-D6 στο MSM+N, 
ενισχύθηκαν κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού (Εικόνα 3.5). Από τις παραπάνω ζώνες, 
οι C14 και D5 ήταν επίσης παρούσες στο αποτύπωµα της βακτηριακής κοινότητας του 
εδάφους. Οι κλώνοι που σχετίζονται µε τις ζώνες B1 και B8 έδειξαν υψηλή οµολογία µε 
στελέχη των γενών Pedobacter sp. (97.3%) και Brevundimonas sp. (99.9%) αντίστοιχα 
(Πίνακας 3.4). Επιπλέον, οι ζώνες C14 και D1-D6 έδειξαν υψηλή οµολογία µε βακτήρια 
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των γενών Hydrogenophaga (C14), Acinetobacter (D1 και D2), Pseudomonas (D3 και D6) 
και Hyphomicrobium (D5). 
          Από τις ζώνες που ενισχύθηκαν κατά τον εµπλουτισµό, οι D1 στο MSM+N και Β5 
στο SEM έδειξαν ταυτόσηµη DGGE κινητικότητα µε τα αποµονωθέντα βακτήρια A. 
rhizosphaerae στέλεχος 21 and P. putida στέλεχος 1 στα αντίστοιχα θρεπτικά µέσα 
(Εικόνα 3.5). Η αλληλούχιση των κλώνων που εµφάνισαν τη ίδια κινητικότητα µε αυτές 
τις ζώνες έδειξαν υψηλή οµολογία µε στελέχη που ανήκουν στα γένη Acinetobacter 
(100%) και Pseudomonas (99.6%) (Πίνακας 3.4). Σύγκριση του αποτυπώµατος DGGE της 
βακτηριακής κοινότητας του εδάφους και των εµπλουτισµένων καλλιεργειών µε την 
κινητικότητα των βακτηρίων που αποµονώθηκαν καταδεικνύει ότι οι ζώνες DGGE των 
αποµονωθέντων βακτηρίων δεν είναι παρούσες στο αποτύπωµα της βακτηριακής 
κοινότητας του εδάφους αλλά ενισχύονται κατά την διάρκεια του εµπλουτισµού (Εικόνα 
3.5). 
 
 
Εικόνα 3.5: Ανάλυση DGGE της βακτηριακής κοινότητας στο έδαφος (Γραµµές S), και 
στα θρεπτικά µέσα SEM (Γραµµές 1a – 12a) και MSMN (Γραµµές 1b -12b). Γραµµές 1-3, 
4-6, 7-9 και 10-12: 2ος, 3ος, 4ος και 5ος κύκλος εµπλουτισµού αντίστοιχα. Γραµµές Μ : 
βακτηριακός µάρτυρας που περιείχε 20 ng/mL των PCR προϊόντων του 16S rRNA των 
βακτηρίων όπως παρουσιάζονται από πάνω προς τα κάτω: Pseudomonas jinjuensis (Psj), 
P. putida (Psp), P. putida στέλεχος 1 (Psp1), A. rhizosphaerae στέλεχος 21 (Acr21) και 
Arthrobacter sp (Art). Τα βέλη δείχνουν τις ζώνες για τις οποίες αντίστοιχοι κλώνοι 
αλληλουχήθηκαν και η οµολογία τους παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.4. 
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Πίνακας 3.4: Ταυτοποίηση των επιλεγµένων DGGE ζωνών όπως αυτές αναφέρονται στην 
Εικόνα 3.5. Οι οµολογία βασίζεται σε αλληλουχίες συνολικού µεγέθους 800 bp του 16S 
rRNA γονιδίου. 
DGGE 
ζώνη 
Βιβλιοθήκη 
κλώνων 
Υψηλότερη οµολογία αλληλουχίας 
(%)a 
Accession 
no. 
A1 SEM 2ος Pseudomonas mendocina (98.9) FJ607998 
A2 SEM 2ος 
 
Pseudomonas sp. strain 1-7 (99.4) EF675623 
A4 SEM 2ος Uncultured a-proteobacterium clone (98.1) AY921775 
A5 SEM 2ος Pseudomonas plecoglossida N1 (99.9) FM992407 
A6 SEM 2ος Pseudomonas resinovorans P1 (99.1) EU497964 
A7 SEM 2ος Pseudomonas sp. LPPA (93.2) FM865870 
A8 SEM 2ος Novosphingobium tardaugens (95.9) NR028630 
A10 SEM 2ος Cupriavidus sp. (99.8) EU580710 
A11 SEM 2ος Pedobacter ginsengisoli (94.2) AB245371 
A12 SEM 2ος Brevundimonas sp. (99.9) DQ825664 
A13 SEM 2ος Pseudomonas sp. HRB9 (97.3) DQ973489 
A14 SEM 2ος Pseudomonas bombori (99.0) AM114531 
A16 SEM 2ος Bosea thiooxidans (99.4) FN392632 
A17 SEM 2ος Bdelovibrio stolpii (97.5) AJ288899 
A18 SEM 2ος Lysobacter cookii (97.6) AB485771 
B1 SEM 5ος Pedobacter nyackensis (97.3) EU030686 
B2 SEM 5ος Pseudomonas sp. FY1 (99.2) FJ534637 
B3 SEM 5ος Pseudomonas sp. W15Feb18 (96.8) EU681002 
B4 SEM 5ος Pseudomonas putida PL2 (100) FJ204928 
B5 SEM 5ος Pseudomonas putida PL2 (99.6) FJ204928 
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B6 SEM 5ος Pseudomonas sp.  JPM-2009-2 (100) FM992407 
B7 SEM 5ος Uncultured bacterium clone (93.5) AY050590 
B8 SEM 5ος Brevundimonas sp. R2A20-7 (99.9) DQ825664 
B9 SEM 5ος Marine proteobacterium (99.8) AM423076 
B10 SEM 5ος Uncultured γ-proteobacterium (98.0) EF650928 
C1 MSMN 2ος Pseudomonas sp. K2-OAIF3 (99.6) FJ688378 
C2 MSMN 2ος Pseudomonas sp. FY1 (99.3) FJ534637 
C3 MSMN 2ος Pseudomonas resinovorans LAM9 (98.9) EU019983 
C4 MSMN 2ος  Acidovorax ‘smarlab 133815’ (99.7) AY093698 
C5 MSMN 2ος  Pseudomonas sp.  T10(2009) (100) FJ765354 
C6 MSMN 2ος  Brevundimonas sp. AbaT2 (99.8) FJ605405 
C7 MSMN 2ος  Sphingomonas sp. SIA181-1A1 (98.4) EF663967 
C8 MSMN 2ος  Cupriavidus sp. NP213b (99.9) EU580710 
C13 MSMN 2ος  Variovorax sp. (98.7) DQ118732 
C14 MSMN 2ος  Hydrogenophaga sp. Gsoil1545 (99.6) AB271047 
D1 MSMN 5ος  Acinetobacter calcoaceticus LVH5820 (100) FJ867364 
D2 MSMN 5ος  Acinetobacter sp. 2CGa-13 (100) GU138160 
D3 MSMN 5ος  Pseudomonas sp. NyZ402 (95) GU136734 
D4 MSMN 5ος  Bacterium SBOSA-1 (90.2) EU476062 
D5 MSMN 5ος  Hyphomicrobium vulgare (98.1) Y14302 
D6 MSMN 5ος  Pseudomonas putida 511ANH AF307869 
D7 MSMN 5ος  Uncultured γ-proteobacterium clone (95.4) GQ984311 
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3.7. Μοριακή αποτύπωση DGGE της βακτηριακής κοινότητας στο έδαφος και στις 
εµπλουτισµένες καλλιέργειες που αποδοµούν το oxamyl 
          Μοριακή αποτύπωση DGGE της βακτηριακής κοινότητας του εδάφους που 
χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση των βακτηρίων που αποδοµούν το oxamyl καθώς και 
των διαφορετικών κύκλων ανακαλλιέργειας, έδειξε σηµαντικές µεταβολές στη δοµή της 
κοινότητας κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού (Εικόνα 3.6). Η σύγκριση της 
κινητικότητας των ζωνών των αποµονωθέντων βακτηρίων στην πηκτή DGGE µε το 
αποτύπωµα της εδαφικής βακτηριακής κοινότητας και το αποτύπωµα των διαφορετικών 
κύκλων εµπλουτισµού έδειξε ότι στο αποτύπωµα της βακτηριακή κοινότητας του εδάφους 
εµφανίζονται ζώνες µε ταυτόσηµη κινητικότητα µε τις ζώνες των αποµονωθέντων 
βακτηρίων και οι οποίες ζώνες ενισχύονται σηµαντικά κατά την διάρκεια του 
εµπλουτισµού. Πράγµατι, η ζώνη που αντιστοιχεί στο στέλεχος 20 του P. jinjuensis, έδειξε 
ταυτόσηµη κινητικότητα µε µία ζώνη από το αποτύπωµα της εδαφικής βακτηριακής 
κοινότητας. Η συγκεκριµένη ζώνη εξαφανίστηκε από το προφίλ στον 1ο κύκλο, αλλά 
ενισχύθηκε σηµαντικά στους κύκλους εµπλουτισµού που ακολούθησαν. Τα στελέχη 17 
(Pseudomonas sp.,) 18 και 25 (P. putida), έδωσαν ζώνες που δεν µπορούσαν να 
διαχωριστούν µεταξύ τους στις συνθήκες ηλεκτροφόρησης που χρησιµοποιήθηκαν (Εικόνα 
3.6). Η ζώνη που έδωσαν στο DGGE τα παραπάνω αποδοµητικά βακτήρια εµφάνισε 
ταυτόσηµη κινητικότητα µε µία ασθενή ζώνη στο αποτύπωµα της εδαφικής βακτηριακής 
κοινότητας η οποία ενισχύθηκε σηµαντικά κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού. 
          Οι βιβλιοθήκες κλώνων του 2ου και 4ου κύκλου εµπλουτισµού δηµιουργήθηκαν για 
τον έλεγχο της ταυτοποίησης βακτηρίων που ενισχύθηκαν ή εξαφανίστηκαν από το 
αποτύπωµα κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού. Έτσι, οι ζώνες Β1 και Β3 που ήταν 
κυρίαρχες στη βακτηριακή κοινότητα στον 2ο κύκλο εµπλουτισµού και απούσες στο 
αρχικά ενισχυµένο έδαφος, εξαφανίστηκαν ή έγιναν λιγότερο έντονες κατά τη διαδικασία 
του εµπλουτισµού (Εικόνα 3.6). Οι κλώνοι που παρουσίασαν ταυτόσηµη κινητικότητα µε 
τις δύο αυτές ζώνες έδειξαν υψηλή οµολογία µε δύο διαφορετικά στελέχη του γένους 
Pseudomonas sp. (Πίνακας 3.5). Από την άλλη πλευρά, οι ζώνες Β2, Β4, Β5, Β6 και Β7 
ενισχύθηκαν κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού. Θα έπρεπε να τονιστεί ότι όλες οι 
παραπάνω ζώνες µε εξαίρεση τη Β5, ήταν επίσης παρούσες στο αποτύπωµα της 
βακτηριακής κοινότητας του εδάφους. Πιο συγκεκριµένα, οι κλώνοι που παρουσίασαν 
ταυτόσηµη κινητικότητα µε τις ζώνες B6 και Β7 έδειξαν υψηλή οµολογία µε στελέχη των 
γενών Hyphomicrobium sp. και Aminobacter sp. αντίστοιχα και παρόλο που ενισχύθηκαν 
στον 4ο κύκλο εµπλουτισµού δεν επιτεύχθηκε η αποµόνωσή τους κατά την διάρκεια 
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επιλογής από τα τριβλία (Πίνακας 3.5). Επίσης, οι ζώνες Β4 και Β2 οι κλώνοι των οποίων 
έδειξαν υψηλή οµολογία µε στελέχη του γένους Pseudomonas sp., παρουσίασαν 
ταυτόσηµη κινητικότητα στο στο DGGE µε τα αποµονωθέντα στελέχη 17,18 20 και 25 
(Εικόνα 3.6). 
 
 
Εικόνα 3.6: Ανάλυση DGGE της βακτηριακής κοινότητας στο έδαφος και στους κύκλους 
εµπλουτισµού στο θρεπτικό µέσο MSM+N. Γραµµές 1-3: δείγµατα εδάφους. Γραµµές 4-6, 
7-9, 10-12: 2ος,3ος και 4ος κύκλος εµπλουτισµού αντίστοιχα. Γραµµές Μ: περιέχει 20 ng/mL 
των PCR προϊόντων του 16S rRNA βακτηρίων όπως παρουσιάζονται από πάνω προς τα 
κάτω: Pseudomonas jinjuensis στέλεχος 20, Pseudomonas sp. στέλεχος 17  – P. putida 
στελέχη 18 και 25 (παρουσιάζεται µία µοναδική ζώνη για τα στελέχη 17, 18 και 25), P. 
putida στέλεχος 1 and A. rhizosphaerae στέλεχος 21. Τα βέλη δείχνουν τις ζώνες για τις 
οποίες αντίστοιχοι κλώνοι αλληλουχήθηκαν και η οµολογία τους παρουσιάζονται στον 
Πίνακα 3.5. 
 
Πίνακας 3.5: Ταυτοποίηση των επιλεγµένων DGGE ζωνών όπως αυτές αναφέρονται στην 
Εικόνα 3.6. Οι οµολογία βασίζεται σε αλληλουχίες συνολικού µεγέθους 800 bp του 16S 
rRNA γονιδίου. 
DGGE 
ζώνη 
Υψηλότερη οµολογία αλληλουχίας 
(%)a 
Accession no. 
B1 Pseudomonas sp. strain KZ-OAlF3 (99.3) FJ688378 
Psp 
Psi 
Psp1 
Acr21 
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B2 Pseudomonas sp. strain PT (99.8) FJ169494 
B3 Pseudomonas alcaligenes strain Y34 (99.6) FJ830845 
B4 Pseudomonas sp. NyZ402 GU126734 
B5 Pseudomonas sp. strain N54.28.003 (99.2) GQ214548 
B6 Hyphomicrobium vulgare (99.1) Y14302 
B7 Aminobacter sp. MSH1 (100) DQ401867 
 
 
3.8. Μεταβολισµός του fenamiphos και βακτηριακή ανάπτυξη 
          Ο µεταβολισµός του fenamiphos από τα δύο βακτήρια µελετήθηκε σε υγρά θρεπτικά 
µέσα SEM και MSM+N. Πιο συγκεκριµένα, το στέλεχος 1, P. putida, ήταν ικανό να 
υδρολύει πλήρως το fenamiphos, στο θρεπτικό µέσο SEM από το οποίο και αποµονώθηκε, 
εντός 192 h µε τον παράλληλο σχηµατισµό του προϊόντος υδρόλυσης FEN-OH, το οποίο 
στο τέλος της επώασης είχε φτάσει σε συγκέντρωση 4 mg/L (∆ιάγραµµα 3.7). Οµοίως, το 
στέλεχος 21, A. rhizosphaerae, αποδόµησε το fenamiphos στο θρεπτικό µέσο MSM+N, 
από το οποίο και αποµονώθηκε, εντός 96 h, µε τον ταυτόχρονο σχηµατισµό FEN-OH, το 
οποίο έφτασε στη µέγιστη συγκέντρωση των 6 mg/L την ίδια χρονική στιγµή (∆ιάγραµµα 
3.8). 
          Η αποδόµηση του fenamiphos συνέπεσε µε την στοιχειοµετρική αύξηση της 
βακτηριακής βιοµάζας, καταδεικνύοντας την ενεργή ανάπτυξη των δύο βακτηρίων κατά τη 
διάρκεια της αποδόµησής του. Στο χρονικό διάστηµα της επώασης δεν ανιχνεύθηκαν 
συγκεντρώσεις των FSO και FSO2. Επιπροσθέτως, στις µη εµβολιασµένες καλλιέργειες 
(Μάρτυρες) παρατηρήθηκε αµελητέα αποδόµηση του fenamiphos και καθόλου ανίχνευση 
FEN-OH και στα δύο θρεπτικά µέσα. 
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∆ιάγραµµα 3.7: Αποδόµηση του fenamiphos από το βακτήριο P. putida στέλεχος 1 στο 
θρεπτικό µέσο SEM, οι µεταβολές στον βακτηριακό πληθυσµό και ο σχηµατισµός του 
fenamiphos phenol (FEN-OH). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών  επαναλήψεων ± 
τυπική απόκλιση. 
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∆ιάγραµµα 3.8: Αποδόµηση του fenamiphos από το βακτήριο A. rhizosphaerae στέλεχος 
21 σε θρεπτικό µέσο MSM+N, οι µεταβολές του βακτηριακού πληθυσµού και ο 
σχηµατισµός fenamiphos phenol (FEN-OH). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών  
επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
 
3.9. Μεταβολισµός των FEN-OH, FSO και FSO2 από τα βακτήρια που αποδοµούν το 
fenamiphos           
          Περαιτέρω πειράµατα διερεύνησαν την ικανότητα των βακτηρίων να αποδοµούν 
εκτός του fenamiphos και τα προϊόντα µεταβολισµού του όπως τα FEN-OH, FSO και 
FSO2. Έτσι το P. putida στέλεχος 1, ήταν ικανό να αποδοµεί πλήρως το FEN-OH στο 
θρεπτικό µέσο SEM σε λιγότερο από 250 h. Η αποδόµηση του FEN-OH στις µη 
εµβολιασµένες καλλιέργειες ήταν αµελητέα, καθώς και σε MSM+N που εµβολιάστηκε µε 
το  A. rhizosphaerae στέλεχος 21 (∆ιάγραµµα 3.9). 
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∆ιάγραµµα 3.9:  Αποδόµηση του fenamiphos phenol (FEN-OH) στα θρεπτικά µέσα SEM 
και MSM+N εµβολισµένα µε τα P. putida στέλεχος 1 και A. rhizosphaerae στέλεχος 21 
αντίστοιχα, καθώς και σε µη εµβολιασµένες καλλιέργειες (Μάρτυρας).  Κάθε τιµή 
αποτελεί το µέσο όρο τριών  επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
 
          Ακολούθως µελετήθηκε η αποδοµητική ικανότητα των δύο βακτηριακών στελεχών 
έναντι των προϊόντων οξείδωσης του fenamiphos, FSO και FSO2. Και τα δύο  βακτηριακά 
στελέχη ήταν ικανά να αποδοµούν πλήρως τα FSO και FSO2 µε τον επακόλουθο 
σχηµατισµό των FSO-OH και FSO2-OH αντίστοιχα (∆ιαγράµµατα 3.10 ως 3.13). Παρόλα 
αυτά, και για τα δύο προϊόντα µεταβολισµού η αποδόµηση ήταν ταχύτερη και µικρότερες 
ποσότητες των υδρολυµένων προϊόντων FSO-OH (∆ιαγράµµατα 3.10 και 3.12) και FSO2-
OH (∆ιαγράµµατα 3.11 και 3.13) ανιχνεύτηκαν στις καλλιέργειες που εµβολιάστηκαν µε 
το P. putida στέλεχος 1,. Η αποδόµηση των FSO και FSO2 ήταν περιορισµένη στις µη 
εµβολιασµένες καλλιέργειες και στα δύο θρεπτικά µέσα. 
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∆ιάγραµµα 3.10: Αποδόµηση του fenamiphos sulfoxide (FSO) στο θρεπτικό µέσο SEM  
από το P. putida στέλεχος 1 και σχηµατισµός του fenamiphos sulfoxide phenol (FSO-OH). 
Παρουσιάζεται επίσης η αποδόµηση του FSO σε µη εµβολιασµένες καλλιέργειες SEM 
(Μάρτυρας). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών  επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
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∆ιάγραµµα 3.11: Αποδόµηση του fenamiphos sulfone (FSO2) στο θρεπτικό µέσο SEM  
από το P. putida στέλεχος 1 και σχηµατισµός του fenamiphos sulfone phenol (FSO2-OH). 
Παρουσιάζεται επίσης η αποδόµηση του FSO2 σε µη εµβολιάσµενες καλλιέργειες 
(Μάρτυρας). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών  επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
 
 
 
0,0
2,0
4,0
6,0
8,0
10,0
12,0
0 50 100 150 200
FSO2
FSO2-OH
Μάρτυρας
Χρόνος (ώρες) 
Σ
υ
γκ
έν
τρ
ω
σ
η
 
(m
g/
L)
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:43:37 EET - 137.108.70.7
 72
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Χρόνος (ώρες) 
 
∆ιάγραµµα 3.12: Αποδόµηση του fenamiphos sulfoxide (FSO) σε θρεπτικό µέσο MSM+N 
από το A. rhizosphaerae στέλεχος 21, και σχηµατισµός του fenamiphos sulfoxide phenol 
(FSO-OH). Παρουσιάζεται επίσης η αποδόµηση του FSO στις µη εµβολιασµένες 
καλλιέργειες (Μάρτυρας). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών  επαναλήψεων ± τυπική 
απόκλιση. 
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Χρόνος (ώρες) 
 
∆ιάγραµµα 3.13: Αποδόµηση του fenamiphos sulfone (FSO2) στο θρεπτικό µέσο 
MSM+N από το A. rhizosphaerae στέλεχος 21, και σχηµατισµός του fenamiphos sulfone 
phenol (FSO2-OH). Παρουσιάζεται επίσης η αποδόµηση του FSO2 στις µη εµβολιασµένες 
καλλιέργειες (Μάρτυρας). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών  επαναλήψεων ± τυπική 
απόκλιση. 
 
3.10. Μεταβολισµός του oxamyl και βακτηριακή ανάπτυξη 
          Η αποδόµηση του oxamyl ακολούθησε µία αρχική φάση υστέρησης που διήρκησε 
περίπου 24 h. Αυτή η φάση υστέρησης συνέπεσε µε τη σταδιακή αύξηση στη βακτηριακή 
βιοµάζα, η οποία έφτασε σε επίπεδα υψηλότερα των 107 κύτταρα/mL για όλα τα βακτήρια 
στις 24 h. Η αποδόµηση του oxamyl από τα στελέχη 17 και 20 ολοκληρώθηκε εντός 96 h 
(∆ιάγραµµα 3.14, 3.16), ενώ χρειάστηκαν 7 ηµέρες για την πλήρη αποδόµηση του oxamyl 
από το στέλεχος 18 (∆ιάγραµµα 3.15).   
             Η αποδόµηση του oxamyl συνέπεσε µε τον στοιχειοµετρικό σχηµατισµό του 
οξιµικού παραγώγου oxamyl oxime, το οποίο συσσωρεύτηκε στις υγρές καλλιέργειες όλων 
των βακτηρίων σε συγκεντρώσεις που υπερέβησαν τα 8 mg/L µε το τέλος της επώασης. 
∆ιατήρηση της επώασης συνολικά για 21 ηµέρες δεν οδήγησε σε περαιτέρω αποδόµηση 
του oxamyl oxime που είχε σχηµατιστεί. Από την άλλη µεριά,  περιορισµένη αποδόµηση 
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του oxamyl παρατηρήθηκε σε MSM+N που δεν εµβολιάστηκε µε βακτήρια (µάρτυρες) 
χωρίς συσσώρευση oxamyl oxime. 
 
 
∆ιάγραµµα 3.14: Αποδόµηση του oxamyl () από το Pseudomonas sp. στέλεχος 17, η 
µεταβολή του βακτηριακού πληθυσµού () και σχηµατισµός του προϊόντος µεταβολισµού 
oxamyl oxime (). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική 
απόκλιση. 
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∆ιάγραµµα 3.15: Αποδόµηση του oxamyl () από το P. putida στέλεχος 18, η µεταβολή 
του βακτηριακού πληθυσµού () και σχηµατισµός του προϊόντος µεταβολισµού oxamyl 
oxime (). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
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∆ιάγραµµα 3.16: Αποδόµηση του oxamyl () από το P. jinjuensis στέλεχος 20, 
µεταβολές του βακτηριακού πληθυσµού () και σχηµατισµός του προϊόντος 
µεταβολισµού oxamyl oxime (). Κάθε τιµή αποτελεί το µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± 
τυπική απόκλιση. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΤΕΤΑΡΤΟ 
 
4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
 
4.1. Αποµόνωση βακτηρίων µε την ικανότητα αποδόµησης του fenamiphos 
          Στην παρούσα εργασία, αποµονώθηκαν µε τη µέθοδο των εµπλουτισµένων 
καλλιεργειών δύο βακτήρια εδάφους µε την ικανότητα ταχείας αποδόµησης του 
fenamiphos και ταυτοποιήθηκαν µέσω ανάλυσης της αλληλουχίας του 16S rRNA ως P. 
putida (στέλεχος 1) και A. rhizosphaerae (στέλεχος 21). Βακτηριακά στελέχη που ανήκουν 
στο γένος Pseudomonas είναι κατεξοχήν κυρίαρχα στο εδαφικό περιβάλλον και υπεύθυνα 
για την αποδόµηση πλήθους οργανοφωσφορικών γεωργικών φαρµάκων 
συµπεριλαµβανοµένων των ethoprophos (24), methyl parathion (77), dimethoate (78), 
isofenphos (79), και monocrotophos (80). Οµοίως στελέχη του γένους Acinetobacter έχουν 
αποµονωθεί ως υπεύθυνα για την αποδόµηση οργανοφωσφορικών όπως methyl parathion 
(81), malathion (82) και methamidophos (83).  
          Μέχρι στιγµής υπάρχουν µόνο δύο προηγούµενες αναφορές για την αποµόνωση 
αµιγών βακτηρίων ικανών για ταχεία αποδόµηση του fenamiphos. Αρχικά, αποµονώθηκε 
βακτηριακό στέλεχος τους γένους Brevibacterium sp. (22) και στη συνέχεια βακτηριακό 
στέλεχος του γένους Microbacterium sp. (19). Τα δύο αυτά βακτήρια ήταν ικανά να 
συµµεταβολίζουν τα FEN, FSO και FSO2 προς αντίστοιχες φαινόλες οι οποίες δεν 
µεταβολίζονταν παραπέρα. Τα δύο βακτηριακά στελέχη που αποµονώθηκαν στην παρούσα 
εργασία ήταν επίσης ικανά να υδρολύουν ταχύτατα τα FEN, FSO και FSO2 σε FEN-OH, 
FSO-OH και FSO2-OH αντίστοιχα. Τo αρχικό βήµα της υδρόλυσης συνοδευόταν από 
στοιχειοµετρική βακτηριακή ανάπτυξη καταδεικνύοντας ότι τα αποδοµητικά βακτήρια που 
αποµονώθηκαν αποδοµούν το FEN και το χρησιµοποιούν τουλάχιστον ως πηγή C για την 
ανάπτυξή τους. Σε αντίθεση µε τις προηγούµενες αποµονωθείσες αποδοµητικές αξενικές 
καλλιέργειες του FEN (19, 22), το P. putida στέλεχος 1, ήταν ικανό να µεταβολίζει πλήρως 
και το FEN-OH που σχηµατίζεται από την υδρόλυση του FEN. Σε παρόµοια µελέτη από 
τους Singh et al. (39), αποµονώθηκε µικροβιακή κοινότητα που αποτελούνταν από 
τέσσερα βακτηριακά στελέχη που ταυτοποιήθηκαν ως Pseudomonas spp., 
Bacteroidetes/Cytophaga και Caulobacter, και η οποία ήταν σε θέση να µεταβολίζει 
ταχύτατα το FEN προς FEN-OH, το οποίο στη συνέχεια αποδοµούνταν περαιτέρω. 
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Συµπληρωµατικές µελέτες που ακολούθησαν έδειξαν ότι το FEN-OH αποθειώνεται προς 
κατεχόλη η οποία στη συνέχεια µετετρέπεται µέσω διάσπασης του δακτυλίου σε προϊόντα 
που εισέρχονται στον κύκλο του Krebs (1). Συνοψίζοντας, τα βακτήρια που 
αποµονώθηκαν στην παρούσα µελέτη, ήταν και τα δύο ικανά να υδρολύσουν ταχύτατα το 
FEN, πριν τη οξείδωση του σε FSO ή FSO2, σε FEN-OH το οποίο στη συνέχεια 
διασπάστηκε περαιτέρω και πλήρως µόνο από το P. putida στέλεχος 1 (Εικόνα 4.1). 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4.1: Σχηµατική απεικόνιση του µεταβολικού µονοπατιού του fenamiphos από τα 
αποµονωθέντα βακτήρια 
 
           Η ανάλυση του µοριακού αποτυπώµατος της βακτηριακής κοινότητας στο έδαφος 
από το οποίο αποµονώθηκαν τα βακτήρια, αλλά και της βακτηριακής κοινότητας στις 
διαδοχικές καλλιέργειες εµπλουτισµού έδειξαν ότι τα βακτήρια που αποµονώθηκαν δεν 
αποτελούσαν κυρίαρχα µέλη της βακτηριακής κοινότητας στο έδαφος αλλά ενισχύονταν 
στους κύκλους εµπλουτισµού. Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και σε 
αντίστοιχες µελέτες µε άλλα γεωργικά φάρµακα. Έτσι οι Simonsen et al (38) έδειξαν ότι 
Κύκλος του Krebs 
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βακτηριακό στέλεχος του γένους Aminobacter που αποδοµούσε το 2,6-διχλωροβενζαµίδιο, 
υπολειµµατικό µεταβολίτη του γεωργικού φαρµάκου dichlobenil, δεν αποτελούσε 
κυριάρχο µέλος της καλλιέργειας εµπλουτισµού από όπου και αποµονώθηκε (68). 
Αντιθέτως, αρκετά αποδοµητικά βακτήρια του ζιζανιοκτόνου linuron που ανήκαν στο 
γένος  Variovorax και αποµονώθηκαν από το ίδιο έδαφος από δύο διαφορετικές µελέτες 
(84, 69), ήταν κυρίαρχα µέλη της βακτηριακής κοινότητας στις καλλιέργειες εµπλουτισµού 
παρόλο που η παρουσία τους στην κοινότητα του εδάφους δεν διερευνήθηκε. Θεωρώντας 
ότι µόνο βακτήρια των οποίων ο πληθυσµός αποτελεί > 1 % του συνολικού βακτηριακού 
πληθυσµού στο έδαφος µπορούν να ανιχνευθούν µέσω PCR-DGGE (73), φαίνεται ότι τα 
αποµονωθέντα στελέχη ήταν πιθανότατα παρόντα στο έδαφος σε πυκνότητες πληθυσµών 
χαµηλότερες από το όριο ανίχνευσης της µεθόδου DGGE που χρησιµοποιήθηκε.   
          Η ενίσχυση των αποµονωθέντων βακτηρίων κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού 
ήταν αναµενόµενη µιας και βακτήρια των γενών Pseudomonas και Acinetobacter 
αποτελούν τυπικά ταχέως αναπτυσσόµενα γ-πρωτεοβακτήρια που ευνοούνται υπό 
συνθήκες ανάπτυξης σε πλούσια θρεπτικά µέσα (85). Τα ευρήµατα της παρούσας εργασίας 
επιβεβαιώνουν την θεωρεία ότι οι τεχνικές εµπλουτισµού δεν οδηγούν απαραίτητα στην 
αποµόνωση βακτηρίων τα οποία είναι τα πιο αντιπροσωπευτικά για την αποδόµηση των 
γεωργικών φαρµάκων in situ στο έδαφος. Η βακτηριακή αποδόµηση των γεωργικών 
φαρµάκων σχετίζεται συχνά µε µεταθετά γενετικά στοιχεία τα οποία µεταφέρονται µεταξύ 
βακτηριακών στελεχών, ιδίως κάτω από την επιλεκτική πίεση που συνοδεύει τους 
εµπλουτισµούς (86). Έτσι, η απόκτηση των µεταθετών γενετικών στοιχείων από τα 
αποµονωθέντα βακτήρια και ο επακόλουθος γρήγορος πολλαπλασιασµός τους στις 
καλλιέργειες εµπλουτισµού δεν µπορεί να αποκλειστεί. 
          Η διαδικασία εµπλουτισµού, άλλαξε τη δοµή της βακτηριακής κοινότητας 
συγκρινόµενης µε το αποτύπωµα της βακτηριακής κοινότητας του εδάφους και η 
µεταβολή αυτή ήταν πιο έντονη στο µέσο MSM+N από ότι στο SEM. Πράγµατι, η 
βακτηριακή κοινότητα ήταν περισσότερο σύνθετη στις καλλιέργειες εµπλουτισµού στο 
θρεπτικό µέσο SEM σε σύγκριση µε το MSM+N, όπου η πολυπλοκότητα της βακτηριακής 
κοινότητας περιορίσθηκε σηµαντικά στους τελευταίους κύκλους εµπλουτισµού. Για το 
SEM, το φαινόµενο αυτό µπορεί να εξηγηθεί από τη µη επιλεκτική του φύση (περιέχει 
επιπλέον πηγές C και Ν εκτός του fenamiphos), που επιτρέπει την ανάπτυξη και µη 
αποδοµητικών βακτηρίων. Αντιθέτως, το MSM+N είναι ένα φτωχό εκλεκτικό µέσο και η 
διαδικασία εµπλουτισµού σε αυτό οδηγεί σε µία λιγότερο πολύπλοκη βακτηριακή 
κοινότητα, τα µέλη της οποίας είναι ικανά να χρησιµοποιήσουν το fenamiphos ως πηγή 
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άνθρακα. Οι περισσότερες ζώνες του µοριακού αποτυπώµατος των εµπλουτισµένων 
καλλιεργειών στα πρώτα στάδια του εµπλουτισµού βρέθηκε ότι ανήκουν σε διαφορετικά 
α-, β- πρωτεοβακτήρια, Pseudomonas και Bacteroidetes αλλά η αφθονία τους 
περιορίστηκε ή εξαφανίστηκαν τελείως στα τελευταία στάδια εµπλουτισµού. Είναι πιθανό 
ότι αυτά τα βακτήρια ήταν σε θέση να αναπτυχθούν σε εναλλακτικές πηγές C (στο SEM), 
ή σε µη επιθυµητές πηγές C ( κολλοειδή εδάφους) οι οποίες ήταν παρούσες στο µέσο στα 
αρχικά στάδια του εµπλουτισµού (MSM+N). Παρόλα αυτά, καθώς η επιλογή για το 
φαινότυπο των βακτηρίων αποδοµητών διατηρήθηκε και καθώς η εναλλακτική πηγή 
άνθρακα µειώθηκε (MSM+N) µε την πρόοδο του εµπλουτισµού, αυτά τα βακτήρια 
αντικαταστάθηκαν από άλλα βακτήρια ικανά για αποδόµηση του fenamiphos. 
Εναλλακτικά, αυτά τα βακτήρια ίσως να απαιτούν την παρουσία µίας συµπαγούς δοµής  
(µόρια εδάφους) ως επιφάνεια στην οποία αργά-αναπτυσσόµενα βακτήρια προσκολλώνται 
και παραµένουν στο σύστηµα (87). Αυτή η πρόταση έρχεται σε συµφωνία µε προηγούµενα 
ευρήµατα (69), στα οποία παρατηρήθηκαν σηµαντικές αλλαγές στη σύνθεση των 
εµπλουτισµένων καλλιεργειών που προήλθαν από το ίδιο έδαφος µε την παρουσία ή την 
απουσία µορίων εδάφους.  
          Από την άλλη πλευρά, αρκετές ζώνες στο DGGE µετατράπηκαν σε κυρίαρχες µέσω 
του εµπλουτισµού. Αυτές οι ζώνες αντιπροσωπεύουν βακτήρια που ανήκουν σε διάφορα  
α- (Hyphomicrobium, Brevundimonas), β- (Hydrogenophaga) και γ- (Acinetobacter, 
Pseudomonas) πρωτεοβακτήρια ή Bacteroidetes. Η αποτυχία της αποµόνωσης αυτών των 
βακτηρίων αν και ήταν παρόντα στη βακτηριακή κοινότητα του τελευταίου σταδίου 
εµπλουτισµού πιθανώς να οφείλεται σε περιορισµούς της µεθόδου επιλογής, που απέτυχε 
να καλύψει επαρκώς τη βακτηριακή ποικιλλότητα. Βακτήρια που έχουν την ικανότητα να 
αποδοµούν γεωργικά φάρµακα και ανήκουν στα παραπάνω βακτηριακά είδη, έχουν 
αποµονωθεί στο παρελθόν µέσω εµπλουτισµένων καλλιεργειών σε παρόµοια θρεπτικά 
µέσα. Για παράδειγµα, στέλεχος του είδους  Brevundimonas diminuta αποµονώθηκε µε 
εµπλουτισµό από έδαφος και κατείχε το πλασµιδιακό γονίδιο opd που εµπλέκεται στην 
υδρόλυση οργανοφωσφορικών γεωργικών φαρµάκων (88). Αντίστοιχα βακτήρια των 
γενών Sphingobacterium/Pedobacter έχουν αποµονωθεί µέσω εµπλουτισµού (25) αλλά 
λιγότερο συχνά. Μια άλλη πιθανή εξήγηση για την αποτυχία αποµόνωσης βακτηρίων τα 
οποία φαίνονται να εµπλουτίζονται κατά τη διάρκεια της διαδικασίας αποµόνωσης είναι 
πιθανό να οφείλεται στην περιορισµένη ικανότητά τους να αναπτυχθούν ενεργά και σε 
επαρκή χρόνο στα θρεπτικά µέσα που χρησιµοποιήθηκαν. Αυτό µπορεί να ισχύει στην 
περίπτωση της ζώνης/κλώνου D4 που έδειξε µικρή χαµηλή οµολογία (90 %) µε µέχρι 
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σήµερα γνωστά βακτήρια που περιέχονταν στη βάση δεδοµένων του EMBL, καθώς και 
των Hyphomirobium sp. και Hydrogenophaga, ζωνών/κλώνων D5 και C14 αντίστοιχα. 
Στελέχη που ανήκουν στα παραπάνω γένη είναι γνωστά ως αργά αναπτυσσόµενα, 
ολιγοτροφικά και ευαίσθητα σε κοινά θρεπτικά συστατικά (89, 90). Ανάλογη έρευνα 
οδήγησε στην αποµόνωση βακτηρίων που αποδοµούν το linuron και τα προϊόντα 
µεταβολισµού αυτού και τα οποία ανήκουν στα γένη Hyphomicrobium και 
Hydrogenophaga αλλά µόνο µετά από µεγάλης διάρκειας καλλιεργειών εµπλουτισµού 
(69). Εκτός από τις παραπάνω πιθανές εξηγήσεις, η εµπλοκή αυτών των βακτηρίων στη 
χρήση των µεταβολιτών που παρήχθηκαν κατά την αποδόµηση του fenamiphos δεν µπορεί 
να αποκλειστεί. Πράγµατι, σε προηγούµενη µελέτη, αποµονώθηκε ένα στέλεχος του 
γένους Arthrobacter, από µία αξενική βακτηριακή κοινότητα που αποδοµούσε το 
fenamiphos, το οποίο αδυνατούσε να αποδοµήσει τα fenamiphos και FEN-OH αλλά 
µπορούσε να χρησιµοποιήσει µόνο το IPEPAA (Εικόνα 4.1) που προκύπτει από την 
υδρόλυση του fenamiphos (38). 
 
4.2. Αποµόνωση βακτηρίων µε την ικανότητα αποδόµησης του oxamyl 
          Στην παρούσα εργασία αποµονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν φυλογενετικά τέσσερα 
βακτηριακά στελέχη ικανά να υδρολύουν ταχύτατα το καρβαµιδικό νηµατωδοκτόνο 
oxamyl προς παραγωγή του οξιµικού παραγώγου του oxamyl oxime. Τα βακτήρια που 
αποµονώθηκαν ταυτοποιήθηκαν βασιζόµενα στην πλήρη αλληλουχία του 16S rRNA 
γονιδίου ως Pseudomonas spp. Τα δύο από τα τέσσερα βακτηριακά στελέχη σχετίζονται 
πολύ στενά, γεγονός που ταυτοποιήθηκε από τις περιορισµένες διαφορές στην αλληλουχία 
του 16S rRNA γονιδίου (Pseudomonas putida στελέχη 18 & 25), ενώ τα άλλα δύο στελέχη  
ήταν διαφορετικά και ταυτοποιήθηκαν ως Pseudomonas sp. και  P. jinjuensis. Σηµαντικός 
αριθµός προηγούµενων µελετών έχουν αναφερθεί στην αποµόνωση βακτηρίων του γένους 
Pseudomonas ικανών να αποδοµούν ταχύτατα ποικιλλία γεωργικών φαρµάκων 
συµπεριλαµβανοµένων καρβαµιδικών, (91), πυρεθροειδών (92), τριαζινών (93) και 
οργανοχλωριωµένων (94). Η παρούσα µελέτη αποτελεί τη δεύτερη µόνο αναφορά σε 
βακτήρια ικανά για την αποδόµηση του oxamyl. Πολυ πρόσφατα, αποµονώθηκαν 
βακτήρια από εδάφη που εµφάνισαν το φαινόµενο της επιταχυνόµενης βιοαποδόµησης και 
τα οποία ταυτοποιήθηκαν ως Aminobacter sp. (64). 
          Τα βακτήρια που αποµονώθηκαν ήταν σε θέση να χρησιµοποιούν το oxamyl ως 
µοναδική πηγή C, καθώς αυτό επιβεβαιώνεται από την στοχειοµετρική ανάπτυξή τους 
κατά τη διάρκεια της αποδόµησης του oxamyl. Η αποδόµηση του oxamyl 
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πραγµατοποιήθηκε µέσω υδρόλυσης του καρβαµιδικού δεσµού για να σχηµατιστεί το 
oxamyl oxime το οποίο δεν διασπάστηκε µετέπειτα από τα βακτήρια αλλά συσσωρεύτηκε 
στις καλλιέργειες (Εικόνα 4.2). Προηγούµενες µελέτες µεταβολισµού του oxamyl στο 
έδαφος έδειξαν ότι το oxamyl oxime αποτελεί τον κύριο µεταβολίτη στο έδαφος  (95). 
Επιπρόσθετα, σε µία άλλη έρευνα αναφέρθηκε ότι η υδρόλυση του oxamyl µπορεί να 
συµβεί ως αποτέλεσµα αβιοτικής και/ή βιοτικής δράσης και ότι ευνοείται υπό αλκαλικές 
συνθήκες. Παρόλα αυτά, το oxamyl όπως και τα περισσότερα καρβαµιδικά, κυρίως 
αποδοµείται µικροβιακά στο έδαφος (96) και είναι ευπαθές στο φαινόµενο της 
επιταχυνόµενης βιοαποδόµησης (97, 98). Σε παρόµοια µελέτη αποµονώθηκε ένα στέλεχος 
του γένους Paracoccus που ήταν σε θέση να αποδοµεί ταχύτατα το εντοµοκτόνο 
methomyl, ένα καρβαµιδικό παρόµοιας χηµικής δοµής µε το oxamyl, προς methomyl 
oxime (99). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4.2: Σχηµατική απεικόνιση του προτεινόµενου µεταβολικου µονοπατιού του 
oxamyl από τα βακτήρια που αποµονώθηκαν 
 
          Η συσσώρευση του oxamyl oxime στο θρεπτικό µέσο καταδεικνύει ότι το µέθυλο-
καρβαµιδικό οξύ (methyl carbamic acid) που απελευθερώνεται κατά τη διάρκεια της 
υδρόλυσης του oxamyl πιθανώς χρησιµοποιείται από τα βακτήρια ως πηγή C και Ν. Αυτό 
oxamyl
oxamyl oxime
+methylamine formic acid
methyl carbamic acid
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έρχεται σε συµφωνία µε προηγούµενες µελέτες που έχουν δείξει ότι η βακτηριακή 
αποδόµηση του carbofuran, ενός αρυλµεθυλο-καρβαµιδικού εντοµοκτόνου, οδηγεί 
συνήθως στην απελευθέρωση του ιδίου µέθυλο καρβαµιδικού οξέος, το οποίο στη 
συνέχεια διασπάται προς µεθυλαµίνη και µυρµηγκικό οξύ που χρησιµοποιούνται από τα 
βακτήρια ως πηγές Ν και C αντίστοιχα (42, 44, 100).  
          Η ανάλυση της βακτηριακής κοινότητας στο έδαφος και στις εµπλουτισµένες 
καλλιέργειες µε την µέθοδο DGGE έδειξε ότι τα βακτήρια που αποµονώθηκαν 
αποτελούσαν αρχικά µέλη της βακτηριακής κοινότητας στο έδαφος, αλλά εµφανώς 
ενισχύθηκαν κατά τη διαδικασία του εµπλουτισµού (Pseudomonas). Από την άλλη µεριά,  
κάποιες ζώνες που αντιπροσώπευαν ριβοτύπους του γένους Pseudomonas φαίνεται να 
εξαφανίζονται ή να περιορίζονται σε σηµαντικό βαθµό κατά τη διάρκεια του 
εµπλουτισµού. Η αντικατάσταση αυτών των ριβότυπων Pseudomonas κατά τη διάρκεια 
του εµπλουτισµού είναι πιθανό να οφείλεται στο ότι τα συγκεκριµένα βακτήρια δεν 
αποτελούσαν πραγµατικούς αποδοµητές του oxamyl αλλά συνέχισαν να αναπτύσσονται σε 
εναλλακτικές πηγές C (εδαφικά συστατικά) που ήταν άφθονες στα πρώτα βήµατα του 
εµπλουτισµού στο MSM+N αλλά εξαλείφθηκαν µε το πέρασµα στα τελευταία στάδια 
εµπλουτισµού κι έτσι περιορίστηκε η ανάπτυξή τους. 
          Από την άλλη πλευρά, αρκετές ζώνες που παρουσιάζονται να ευνοούνται κατά τη 
διάρκεια του εµπλουτισµού, δεν αποµονώθηκαν από τα τριβλία. Πράγµατι, η ζώνη/κλώνος 
B7 παρουσίασε υψηλή οµολογία (100 %) µε ένα στέλεχος του γένους Aminobacter το 
οποίο ήταν σε θέση να αποδοµεί το ζιζανιοκτόνο dichlobenil και τον µεταβολίτη του 2,6-
dichlorobenzamide (101). Επιπλέον, πρόσφατα αναφέρθηκε η αποµόνωση 27 βακτηρίων 
που έχουν την ικανότητα να αποδοµούν το oxamyl, εκ των οποίων τα 26 βρέθηκε ότι 
ανήκουν στο γένος Aminobacter (64). Η ζώνη/κλώνος 6 παρουσίασε υψηλή οµολογία µε 
βακτήρια του γένους Hyphomicrobium sp. Πρόσφατα, αναφέρθηκε η αποµόνωση ενός 
στελέχους του γένους Hyphomicrobium που είχε την ικανότητα να αποδοµεί το 
οργανοφωσφορικό εντοµοκτόνο methamidophos. Η αποτυχία αποµόνωσης αυτών των 
βακτηρίων µπορεί να οφείλεται στη διαδικασία επιλογής η οποία πιθανώς δεν κάλυψε 
πλήρως την ποικιλλότητα των βακτηρίων που περιέχονταν στον τελικό κύκλο 
εµπλουτισµού. Εναλλακτικά, αυτά τα βακτήρια πιθανώς να µην είχαν αναπτυχθεί επαρκώς 
στο θρεπτικό µέσο στην παρούσα πειραµατική µελέτη. 
 
4.3. Τελικά συµπεράσµατα 
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          Έχοντας λάβει υπόψη όλα τα αποτελέσµατα που αναφέρθηκαν παραπάνω, µπορούµε 
να καταλήξουµε στα εξής συµπεράσµατα: 
 Αποµονώθηκαν δύο βακτηριακά στελέχη που ταυτοποιήθηκαν ως Pseudomonas 
putida και Acinetobacter rhizosphaerae τα οποία είχαν τη δυνατότητα να 
υδρολύουν ταχύτατα το fenamiphos προς fenamiphos phenol (FEN-OH), το οποίο 
στη συνέχεια µεταβολιζόταν περαιτέρω µόνο από το P. putida, µε αποτέλεσµα την 
πλήρη αποτοξικοποίηση του 
 Αποµονώθηκαν τέσσερα βακτηριακά στελέχη που ταυτοποιήθηκαν όλα ως 
Pseudomonas και είχαν την ικανότητα να υδρολύουν ταχύτατα το oxamyl προς 
oxamyl oxime µε αποτέλεσµα την πλήρη αποτοξικοποίηση του νηµατωδοκτόνου 
 Ανάλυση DGGE έδειξε ότι αυτά τα δύο αποµονωθέντα βακτήρια που διασπούσαν 
το fenamiphos δεν αποτελούσαν κυρίαρχα µέλη της εδαφικής βακτηριακής 
κοινότητας αλλά αναπτύχθηκαν αποκλειστικά κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού 
σε αντίθεση µε τα αποµονωθέντα βακτήρια που διασπούσαν το oxamyl τα οποία 
αποτελούσαν εµφανή µέλη της εδαφικής βακτηριακής κοινότητας αλλά 
ενισχύθηκαν σε σηµαντικό βαθµό κατά τη διάρκεια του εµπλουτισµού 
 
4.4. Μελλοντική ερευνητική κατεύθυνση 
          Ακόλουθες µελέτες που έχουν ήδη ολοκληρωθεί από µέλη της ερευνητικής οµάδας 
Βιοτεχνολογίας Φυτών και Περιβάλλοντος του Τµήµατος Βιοχηµείας και Βιοτεχνολογίας 
µελέτησαν την ικανότητα των αποµονωθέντων βακτηρίων να διασπούν άλλα 
οργανοφωσφορικά και καρβαµιδικά γεωργικά φάρµακα, την σταθερότητα του φαινότυπου 
τους σε µη εκλεκτικά υποστρώµατα παρουσία ή απουσία των γεωργικών φαρµάκων καθώς 
και την ικανότητά τους να αποδοµούν υψηλότατες συγκεντρώσεις των δύο γεωργικών 
φαρµάκων που απαντώνται συνήθως σε περιπτώσεις περιβαλλοντικής ρύπανσης λόγω 
ατυχήµατος. Τα αποτελέσµατα αυτά περιέχονται σε πτυχιακές διατριβές των Ευτυχία 
Σουερέφ και ∆άφνη Γεωργιάδου και θα παρουσιαστούν στο αµέσως επόµενο χρονικό 
διάστηµα. Νέες µελέτες που πραγµατοποιούνται τώρα σκοπεύουν στην αποµόνωση των 
γονιδίων/ενζύµων που εµπλέκονται στην υδρόλυση και µεταβολισµό των fenamiphos και 
oxamyl από τα αποµονωθέντα βακτήρια. 
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